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Zeliphysiologische Beobachtungen an den SchlieSzellen 
von Stratiotes aloides 
Von 
Themistokles Diannelidis, Thessaloniki, Griechenland 
(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien) 
Mit 5 Textabbildungen 
(Eingelangt am 23. Dezember 1943) 


Im Rahmen des zellphysiologischen Praktikums, das im Sommerseme- 
ster 1943 am Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien abge- 
halten wurde, konnte ich anlaflich der plasmolytischen Untersuchung der 
Blattepidermiszellen von Stratiotes aloides die Beobachtung machen, daf in 
stark hypertonischen Lésungen die Stomata trotz der starken Plasmolyse 
der Schliefzellen geéffnet blieben. Die daran ankniipfenden Untersuchun- 
gen beschrinken sich auf einige zellphysiologische Beobachtungen an den 
SchlieRzellen von Stratiotes aloides. Sie gewinnen vom Standpunkt der 
protoplasmatischen Eigentiimlichkeiten der Schliefizellen, die durch zahl- 
reiche Untersuchungen im Laufe der letzten Jahre nachgewiesen werden 
konnten, und im Hinblick auf den Zusammenhang, in dem diese Eigen- 
schaften zu der Funktion der Schliefizellen stehen (Weber 1926, 1930, 
1931, 1932, 19353, 1940, Scarth 1927, Stalfelt 1929, 1932, Pekarek 
1933, 1936, Meissner 1937, Small und Maxwell 1939, Reuter 1938, 
1942) an Bedeutung. 

Uber das Vorkommen und die Lebensweise von Stratiotes aloides be- 
richtet Gliick (1906) folgendes: 

Die Pflanze Stratiotes kommt meist in stehenden oder langsam flieBen- 
den Gewissern vor. Stratiotes aloides zeigt ein periodisches Untertauchen. 
Die Laubsprosse, die mit dem Eintritt der kalten Jahreszeit noch ganzlich 
submers geblieben sind, iiberwintern in intakter Form unter Wasser. Solche 
Laubsprosse dagegen, die halb submers sind und schon Bliiten erzeugt hat- 
ten, sinken im Herbst unter den Wasserspiegel herab, wobei allerdings die 
oberen Blatteile, die sich ganz der Luft angepaft hatten, abzusterben pfle- 
gen, wihrend im Zentrum der Blattrosette sofort die Neubildung von Was- 
serblattern eingeleitet wird.” 

Was das Auftreten von Spaltéffnungen betrifft, so dubern sich K irc h- 
ner, Loew und Schréter (1906) folgendermafen: ,,Die Laubblitter 
haben eine Epidermis, deren Zellen viel kleiner sind als die des darunter 
liegenden Parenchyms, und haben nur an den oben aus dem Wasser hin- 
ausragenden Teilen Spaltéffnungen. Das iibrige Blatt besitzt keine.“ 
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Verteilung der Stomata 


Zunichst wurde die Verteilung der Stomata auf der Blattflaiche naher 
festgestellt. Die Pflanzen stammen aus dem botanischen Garten der 
Wiener Universitat. wo sie im Freien in einem Bassin kultiviert wurden. 
Von diesen Bestainden wurden fiir die Versuche einige Exemplare in das 
Pflanzenphysiologische Institut transportiert und dort, solange die Versuche 
wahrten, in einem Aquarium in Leitungswasser gehalten. 

Die Untersuchungen iiber die quantitative Verieilung der :Stomata er- 
gaben fiir junge und alte Blatter Unterschiede. 

Bei jungen Blattern treten die Spaltéffnungen an der Blattspitze in be- 
sonders grofer Menge auf. Die ganze iibrige Blattflache, soweit sie iiber die 
Wasseroberflaiche emporragt, besitzt im allgemeinen Stomata in hinreichend 


Tab. 1. Quantitative Verteilung der Stomata an einem jungen 
Blatt von Stratiotes aloides 
































Anzahl der Stomata! Dureh- Anzahl 
Blattzone im Gesichtsfeld | Schnitts- | der Stomata 
| wert | pro 1mm? 
1 oS -9. o9 ia 0 
ee. we: | -* 0 
Submerse 9 t Pe 8: 9-9 i 18,8 
Blatteile ae ae ae ee 1,4 16,4 
3 oo 45 | 537 
eS. 3,7, 40,4 
Im Niveau der 5 45 4 | 4,5 52,7 
Wasseroberfliche a a ae | eb 
‘ 545 5 4,7 56,4 
5 4 5 4 Ss. | 
: 6 5. 6 4 e. 5 58,8 
Uber dem Niveau der 4 4 5 5 4,5 52,7 
Wasseroberfliche 3 ¥ 5 6 5 aoe a 54 ‘ 64,7 
45 45 | 
8 SS ae 6 70,5 
. t-8 ¥ 5,6 68,2 





grofer Menge. Jedoch laBt sich von der Spitze nach abwirts eine Abnahme 
der Quantitat der Stomata feststellen. An jenen Blatteilen, die im Niveau 
der Wasseroberflache liegen, sind noch Stomata in grofer Zahl vorhanden. 
Erst 3—10cm unterhalb der Wasseroberflache verringert sich ihre Anzahl 
stark. An den etwas tiefer gelegenen Blatteilen fehlen die Stomata ginzlich. 

Im Gegensatz dazu vollzieht sich der Ubergang von den Blattpartien, 


* Bei den fiir die einzelnen Messungen gefundenen Werten gibt die Zahl iiber 
dem Bruchstrich die Anzahl der Stomata auf der Blattoberseite an, wahrend sich 
der unter dem Brudhstrich stehende Wert auf die Stomata der Blattunterseite 
bezieht. 
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die durch den Besitz von Stomata ausgezeichnet sind, zu den spalt6ffnungs- 
freien Blatteilen bei den alten Blattern weniger kontinuierlich. Auch bei 
den alten Blattern treten an der Spitze die Spaltéffnungen in grofer Zahl 
auf. [hre quantitative Verteilung nimmt gegen die Blattbasis zu standig ab. 
Aber unmittelbar unter dem Niveau der Wasseroberflache sind die Spalt- 
offnungen vollstandig verschwunden. 

Die folgenden Tabellen geben die quantitative Verteilung der Stomata 
innerhalb der einzelnen Blatteile an: 

Die Tab.1 bringt die Werte fiir ein junges Blatt. In der Blattlamina 
wurden acht Zonen unterschieden und fiir jede der Zonen an vier, in einem 
Fall an fiinf verschiedenen Stellen die Anzahl der Stomata, die im Ge- 
sichtsfeld zu sehen waren, festgestellt. Bei der verwendeten Vergréferung 
entspricht die Gréfe des Gesichtsfeldes einer Blattflache von 0,085 mm’. In 
der letzten Rubrik der Tabelle ist die Anzahl der Stomata pro 1 mm? der 
Blattfliche berechnet. Was die Verteilung der Stomata betrifft, so lat sich 
kein wesentlicher Unterschied zwischen Blattober- und -unterseite fest- 
stellen. 


Tab. 2. Quantitative Verteilung der Stomata an einem alten 
Blatt von Stratiotes aloides 





Anzahl der Stomata Dureh- Anzahl 








Blattzone im Gesichtsfeld schnitts- der Stomata 
wert pro 1 mm? 
Unter dem Niveau der| 1 0,.°0;°0, 0 0 
Wasseroberfliche | 2 0, 0, 0, 0 0 
Im Niveau der : Ba Ey 3 : Pe 
Wasseroberfliche 3 2, 3, 2 1 2 2s 
Uber dem Niveau der| 4 2, 3, 2, 3 2,5 29,4 
Wasseroberfliche | 5 4, 5, 5, 6 5 59,8 


In Tab. 2 sind die Werte fiir ein altes Blatt angegeben. In diesem Falle 
wurden wegen der geringfiigigen Unterschiede, die sich bei den vorher- 
gehenden Messungen zwischen Blattoberseite und -unterseite ergeben hat- 
ten, nur die Stomata der Blattoberseite gezahlt. Auch an alten Blat- 
tern treten die Stomata an der Blattspitze am zahlreichsten auf. In den 
Zonen 3 und 4, die sich bis zum Niveau der Wasseroberflache erstrecken, 
nimmt die Zahl der Stomata allmahlich ab. An den submersen Blatteilen 
fehlen sie ganzlich. 


Anatomischer Bau der Stomata 


Was den anatomischen Bau betrifft, so zeigen die Spaltéffnungen von 
Stratiotes aloides groffe Ahnlichkeit mit dem Bau der Spaltéffnungen, wie 
sie von mehreren Autoren (Schwendener 1881, Leitgeb 1886 u. a.), 
vor allem aber von Haberlandt (1924) als typisch fiir Wasserpflanzen 
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beschrieben wurden. Die Gliederung des ganzen Porus in Vorhof, Zeniral- 
spalte und Hinterhof unterbleibt. Gleich unter der Spalte, welche die Kan- 
ten der aiuferen Kutikularleisten bilden, erweitert sich allmahlich der Po- 
rus nach Art eines Trichters, der mit weiter Offnung in die Atemhdéhle 
miindet (Abb. 1). Was den Verschluft solcher Spalten betrifft, so betont 
Haberlandt (1924), dafi dieser haufig nicht durch Beriihrung der vor- 
gewolbten Bauchwinde zustandekommt, sondern ausschlieflich auf der 
mehr oder weniger vollstandigen Annaherung der stark verbreiterten aiufe- 
ren Kutikularleisten beruht. 


Uber die Funktionsfahigkeit der Schliefizellen bei Wasserpflanzen be- 
richtet Haberlandt (1924): ,,Verhalinismafig friih geht die VerschluB- 
fahigkeit der Spaltéffnungen bei den Schwimmgewiachsen und anderen 

Wasserpflanzen _ verlo- 
ren, ferner bei manchen 
Bewohnern sehr feuch- 
ter, schattiger Standorte, 
was zweifellos mit der 
geringen Schuizbediirf- 
tigkeit gegen zu starke 
Transpiration zusam- 
menhingt. Dabei ist 
aber ausdriicklich zu 
bemerken, daft bei kei- 
ner der von Leitgeb 
Abb. 1. Blattquerschnitt. Bau der Spaltéffnungen und mir untersuchten 
von Stratiotes aloides. Pflanzen die Fiahigkeit 
zur Erweiterung oder 
Verengung der Spalte von Anfang an vollkommen fehlt.“ 

Haberlandt (1924) weist weiter darauf hin, daf im allgemeinen bei 
Glyzerinzusatz die Mehrzahl der Spaltéffnungen geschlossen wird; haufig 
ist aber der Verschluf ein unvollstaindiger, oft findet nur eine Spalten- 
verengung statt. 

Bei dem zu den vorliegenden Versuchen verwendeten Versuchsmateria! 
scheinen die Spaltéffnungen ihre Funktionsfahigkeit nahezu vollkommen 
verloren zu haben. Beobachtungen, die zu allen Stunden des 
Tages und auch nach kiinstlicher Verdunklung durch- 
gefiihrt wurden, zeigten, daB die Stomata stets offen 
waren. 


Chloroplasten und Stirkegehalt 


Die Beobachtungen an den Plastiden der Schliefzellen ergaben, da die 
SchlieBzellen ganz im Gegensatz zu den reichlich mit gut entwickelten und 
dunkelgriin gefarbten Chloroplasten ausgestatteten Epidermiszellen fast 
farblose Plastiden in geringer Zahl besitzen. In den Plastiden der Schlief- 
zellen liefen sich bei Farbung mit Jodchloralhydrat stets nur geringe 
Stairkemengen nachweisen, wihrend die Chloroplasten der Epidermiszellen 
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reichlich Starke enthielten. An der Blatt»asis enthalten die meisten Epi- 
dermiszellen Anthocyan. 


Plasmolysezeit, -ort, -form und Kernform 


Seit Weber (1925) auf die Bedeutung, die der Plasmolyseform und der 
Kernform bei funktionierenden Schliefzellen zukommt, hingewiesen hat. 
wurde bei den zellphysiologischen Untersuchungen an Schliefzellen der 
Beobachtung der Plasmo- 
lyseform und der Kern- 
form eine weitgehende Be- 
achtung geschenkt. 

Bei Stratiotes aloides 
ergaben die plasmolyti- 
schen Untersuchungen, daft 
sich die Schliefzellen im 
Vergleich zu den Epider- 
miszellen und Nebenzellen 
stets durch einen verzéger- 
ten Plasmolyseeintritt aus- 
zeichnen. Die Ablésung 
des Protoplasten erfolgt an 
den Polen der Zellen. Der 





Pees Oe > a 
Kontakt zwischen Proto- Abb. 2. Beginn der Plasmolyse in 1 mol KNOs 
plast und Membran bleibt und 1 mol Traubenzucker. 


an der Bauchwand dau- 
ernd erhalten, in den mei- 
sten Fallen auch an der 
Mitte der Riickenwand, 
was vermutlich mit der be- 
sonderen Form der Schlief- 
zellen in Zusammenhang 
steht, die im Verhaltnis 
zu ihrer Lange eine aufer- 
gewohnlich geringe Brei- 
tenausdehnung __ besitzen. 
Was die Plasmolyseform 
betrifft, so lie sich beob- 
achien, da die anfanglich 
konkave Plasmolyseform 
nach relativ kurzer Zeit 
nicht nur in den Epidermis- Abb. 3. Stadium der perfekten Plasmolyse. 
und Nebenzellen, sondern 

auch in den SchlieBzellen in die konvexe Plasmolyseform iibergeht (Abb. 2, 3). 
Vielfach zerfalht der Protoplast im Verlauf der Plasmolyse in mehrere Partien. 
Beriicksichtigt man die Angaben Webers (1925) iiber die Plasmolyseform 
funktionierender Schliefizellen in Abhangigkeit von dem Offnungszustand 
der Stomata, so fallt auf, daf® trotz der starken Offnungsweite, die die 
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Stomata von Stratiotes aloides zeigen, die SchlieRzellen im allgemeinen 
eine Plasmolyseform aufweisen, die nach Weber (1925) sonst fiir SchlieB- 
zcllen bei geschlossener Spalte charakteristisch ist. Bei einigen Spaltéffnun- 
gen lief? sich allerdings beobachten, daft die konkave Plasmolyseform durch 
mehrere Stunden erhalten bleibt (Abb. 4). In diesen vereinzelten Fallen ist 
die Ursache fiir dieses Verhalten der Schliefizellen vermutlich nicht in be- 
stimmten kolloidchemischen Zustinden des Plasmas zu suchen, die mit dem 
Offnungsmechanismus der Schliefzellen in Zu- 
sammenhang stehen, sondern es muf eher an- 
genommen werden, daf es sich um pathologische 
Veriinderungen handelt. Diese Plasmolyseform 
war vor allem in den etwas deformierten Sdchlief- 
zellen stark geschadigter oder nekrotischer Blatt- 
teile zu beachten. 

Wahrend sich die Schliefizellen von Stratiotes 
aloides in ihrer Plasmolyseform so verhalten wie 
he: ott Daan aide Phew. normal funktionierende Schliefizellen bei geschlos- 
molvse. b Perfekte Plas- Sener Spalte, zeigen sie andererseits eine Kernform, 

~ molvse. die nach Weber (1925) fiir SchlieBzellen bei offe- 

ner Spalte charakteristisch ist. Es konnten namlich 
bei Farbungsversuchen mit Karminessigséure in den Schliefizellen von 
Stratiotes aloides runde Kernformen nachgewiesen werden. 





Abb. 4. Plasmolyseform 
nekrotischer“ SchlieBzel- 


Deplasmolysezeit und Permeabilitit fiir KNO, und Harnstoff 


Neben anderen fiir die Schliefizellen als charakteristisch erkannten 
protoplasmatischen Eigenschaften hat Weber vor allem die hohe Per- 
meabilitat der SchlieBzellen fiir K-Salze (1923) und Harnstoff (1932) her- 
vorgehoben und darauf hingewiesen, daf diese erhéhte Permeabilitat mit 
der Funktion der SchlieBzellen in Zusammenhang steht, da die Schlief- 
zellen bei ,,Offnungstendenz~ eine héhere Permeabilitat aufweisen als bei 
einsetzender Schliebewegung. Es war daher vor allem interessant fest- 
zustellen, inwieweit die Schliefizellen von Stratiotes aloides die Permeabili- 
tiitseigenschaften funktionierender Schliefzellen besitzen. 

Die Versuche wurden mit hypertonischen Lisungen von KNOs und 
Harnstoff ({mol KNO,, 2mol und 1,5mol Harnstoff) durchgefiihrt. Dabei 
zeigte sich folgendes: 

1. In der imolaren KNO,-Lésung lief} sich weder in den Epidermis- und 
Nebenzellen, noch in den Sdhliefzellen eine Deplasmolyse beobachten. 
Etwa drei Stunden nach dem Einlegen werden starke Schaidigungen inner- 
halb des Protoplasmas bemerkbar; vor allem zeigen die Chloroplasten eine 
starke Quellung. Diese Schiidigungen fiihren im weiteren Verlauf der Ein- 
wirkung der imolaren KNO,-Lésung rasch zum Absterben der Protoplaste. 
Was die Plasmolyseresistenz betriffi, so lieBen sich zwischen den Schlief- 
zellen und den Epidermiszellen, bzw. Nebenzellen keine deutlichen Unter- 
schiede feststellen. 


2. Ganz anders verlauft der Vorgang der Plasmolyse und Deplasmolyse 
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in einer 2-, bzw. 1,5molaren Harnstofflésung. Kurze Zeit nach dem Einlegen 
in das Plasmolytikum beginnt in den Schliefizellen bereits der Riickgang 
der Plasmolyse. Nach 30 Minuten ist die Deplasmolyse vollzogen. Dabei 
zeigt die Offnungsweite der Stomata im allgemeinen keine feststellbaren 
Veriinderungen. Nur in vereinzelten Fallen nimmt die Offnungsweite der 
Spalte zu (Abb. 5). Die Epi- 
dermiszellen befinden sich 
im Gegensatz zu den Schlieb- 
zellen noch Stunden nach 
dem Einlegen in das Plas- 
molytikum im Stadium der 
konvexen Plasmolyse. 


Osmotischer Wert 


Die grofe Bedeutung, die 
bei den Spaltéffnungsbewe- 
gungen den Anderungen im 
osmotischen Wert zukommt, Abb. 5. Verhalten der SchlieBzellen und Epi- 
lie es als zweckmafig er-  dermiszellen in hypertonischer Harnstofflésung. 
scheinen, den osmotischen 
Wert auch fiir die Schliefizellen von Stratiotes aloides genauer zu unter- 
suchen. Der osmotische Wert wurde nach der Methode der Grenzplasmolyse 
in abgestuften Traubenzuckerlésungen bestimmt. 





Tab. 3. Osmotischer Wert. 





Uber dem Niveau Im Niveau Unter dem Niveau 
der Wasseroberfliche der Wasseroberfliche der Wasseroberfliche 
gelegene Blatteile gelegene Blatteile gelegene Blatteile 


Blattoberseite 








ad Neben- | Schlief- 53 Neben- | Schlie8- ties ¥ Neben- | Schlief- 
dermis- | dermis- dermis- 
zellen zellen zellen zellen zellen | zellen 
zellen zellen zellen 
0,35 0,30 0,65 0,40 0,35 0,70 0,40 — _— 





Genau die gleichen Werte ergaben sich fiir die Blattunterseite. 


Die Tab.3 bringt die Werte fiir die einzelnen Zellen der Blatiober- und 
-unterseite fiir verschiedene Teile der Blattlamina. Im allgemeinen lief 
sich zeigen, daft die SchlieBzellen einen bedeutend héheren osmotischen 
Wert besitzen als die Epidermiszellen. Es muf jedoch darauf hingewiesen 
werden, daf der osmotische Wert individuellen Schwankungen unterwor- 
fen ist. Auf Grund der bisherigen Beobachtungen JaBt sich vermuten, dal 
die festgestellten Schwankungen im osmotischen Wert der einzelnen 
SchlieBzellen eine Folge des verschieden weit fortgeschrittenen Funktions- 
verlustes der Schliefzellen sind. 
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Vitalfirbung mit Neutralrot 

Weber (1929) zeigte, da sich vor allem in Schliefizellen bei Vitalfar- 
bung mit Neutralrot die Erscheinung der Vakuolenkontraktion beobachten 
laRt, die mit dem Auftreten von Farbstoffausscheidungen innerhalb der 
Vakuole verbunden sein kann. 

Auch an den Schliefizellen von Stratiotes aloides wurden Farbungs- 
versuche mit Neutralrot durchgefiihrt, wobei einerseits Farbstofflésungen 
in der Konzentration 1 : 100000, andererseits solche, deren Konzentration 
1: 10000 betrug, verwendet wurden. 

Bei diesen Versuchen zeigte sich im allgemeinen kein wesentlicher Unter- 
schied im Verhalten der Epidermis-, Nebenzellen und Schlieftzellen. Der 
Farbstoff wird zunachst von den Epidermiszellen aufgenommen, wahrend 
die SchlieBzellen und Nebenzellen erst zu einem spiteren Zeitpunkt eine 
Farbung aufweisen. Es kommt in allen Fallen zu einer diffusen Farbung 
des Zellsaftes. Tritt nach einer linger dauernden Farbstoffeinwirkung eine 
iropfige Farbstoffausscheidung im Zellsaft auf, so scheint es sich dabei um 
keine nur fiir die Schliefizellen charakteristische Eigenschaft zu handeln, da 
sich ganz anuiiche Erscheinungen auch hiaufig in den Epidermiszellen 
beobachten lassen. Die Ursache fiir diese Entmischungserscheinungen diirfte 
vielmehr in starken Schidigungen der Zelle zu suchen sein, die in gleicher 
Weise die Schliefzellen und die Epidermiszellen betreffen. 

Durch die vorliegenden zellphysiologischhen Untersuchungen an den 
SchlieBzellen von Stratiotes aloides lie sich zeigen, daB die Schliefzellen, 
die die Verschluffahigkeit mehr oder weniger eingebii®t haben, mit den 
funktionierenden Schliefzellen vor allem die starke Permeabilitat fiir Harn- 
stoff, den hohen osmotischen Wert und die Kernform teilen, wihrend ihnen 
die hohe Permeabilitat fiir KNO,, die fiir Schliefzellen bei offener Spalte 
kennzeichnende Plasmolyseform und das Auftreten charakteristischer Ent- 
mischungsvorgange unter der Einwirkung einer schwach konzentrierten 
Neutralrotlésung nicht zukommt. Durch diese Feststellungen wurde ein 
weiterer Beitrag zu der Frage nach den Verinderungen der protoplasmati- 
schen Eigenschaften bei einem Funktionswechsel oder Funktionsverlust der 
Stomatazellen, die durch die Untersuchungen von Meissner (1937) und 
Reuter (1938) bereits angeschnitten wurde, geliefert. 


Zusammenfassung 

Die zellphysiologischen Beobachtungen an den Schliefzellen von Stra- 
tiotes aloides, die dadurch ausgezeichnet sind, dali sie die Verschlubfahigkeit 
mehr oder weniger eingebiiRt haben, ergaben folgendes: 

1. Die SchlieBzellen besitzen nur unvollkommen ausgebildete Plastiden, 
die wenig Starke enthalten. 

2. Die Plasmolyseform ist im allgemeinen konvex, die Kernform rund. 

3. Die SchlieBzellen besitzen die hohe Permeabilitat fiir Harnstoff, die 
im allgemeinen Schliefizellen zukommt. In bezug auf die Permeabilitat fiir 
KNO, nehmen sie jedoch unter den iibrigen Epidermiszellen keine Sonder- 
stellung ein. 

4. Der osmotische Wert der Schliefizellen liegt bedeutend héher als der 
der Epidermiszellen. Er ist jedoch individuellen Schhwankungen unterworfen. 
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3. Bei Farbung mit Neutralrot zeigen die Schliefzellen ebenso wie die 
Epidermiszellen eine diffuse Zellsaftfarbung. Kommt es dabei zu tropfigen 
Entmischungsvorgangen, so stellen diese vermutlich eine Folgeerscheinung 
pathologischer Schadigungen der Zelle dar, die die SchlieBzellen und Epi- 
dermiszellen in gleicher Weise betreffen. 

Die vorliegende Arbeit wurde im Pflanzenphysiologischen Institut der 
Universitat Wien durchgefiihrt. Herrn Prof. Dr. K. Héfler méchte ich auch 
an dieser Stelle fiir sein freundliches Entgegenkommen danken. Ferner 
danke ich der Direktion des Botanischen Gartens der Universitat Wien fiir 
die Uberlassung des Versuchsmaterials. Frau Dr. L. Reuter, die die sprach- 
liche Revision des Manuskripts tibernahm, danke ich herzlichst. 
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Das zahlreiche Schrifttum iiber Amében behandelt vorwiegend Vértreter 
aus Gruppen mit leichtbeweglichen Formen und daher gut zu beobachtenden 
Gestaltinderungen, wihrend iiber die trige Verrucosa-Gruppe nur sehr 
wenige Arbeiten vorliegen. 

Diese hochviskésen Tiere zeigen bei subjektiver Beobachtung oft gar 
keine oder nur eine kaum merkliche Bewegung, wodurch die Lebendbeob- 
achtung bedeutend erschwert und sehr zeitraubend wird. Hierin ist offen- 
bar auch der Grund zu suchen fiir die geringe Zahl der Untersuchungen an 
Amében mit sehr starrem Ektoplasma. 

Es erschien daher aussichtsreich, einen Vertreter dieser Gruppe mit neuen 
Hilfsmitteln zu untersuchen, die die genannten Schwierigkeiten durch Ve r- 
anderung des Zeitmoments im Sinne einer Zeitraffung iiberwinden 
(v. Uexkiill, 1928: ..Zeitmoment“” — der Zeitraum, in dem fiir die betref- 
fende Tierart die ,,Welt still zu stehen scheint“). Mit Hilfe des Zeitraffer- 
films wurden gemaéf dem Arbeitsprogramm einer ,,Kinematischen Zell- 
forschung™ die folgenden Untersuchungen an Amoeba sphaeronucleolosus 
(Greeff) durchgefiihrt und dabei vor allem Teilung und Nahrungsauf- 
nahme (Kniulen) einer genauen ,,Teilbildanalyse“ (Kuhl) unter- 
zogen. 


I. Zur Systematik und Biologie 


Die untersuchte Amébe wurde als Amoeba sphaeronucleolosus (Greeff 1891) 
bestimmt; sie gehért zur Gruppe der Erd- oder Moosamében, die durch eine beson- 
ders kraftige und starre Pellicula ausgezeichnet sind. Weit verbreitet ist in der 
ganzen Gruppe das Knaulen von Algenfaden, das bei Amében aus anderen 
Gruppen nur fiir Amoeba vespertilio (Pénard) bekannt ist. (Knaéulen wurde beob- 
achtet bei Amoeba verrucosa von Comandon und Fonbrune 1936, Gliser 1912, 
Rhumbler 1898; bei Amoeba terricola von Grosse-Allermann 1909; bei 
Amoeba sphaeronucleolosus von Mattes 1924; bei Amoeba vespertilio von Ivanic 
1933, Herwerden 1927, Doflein 1907: bei Amoeba Dofleini von Neresheimer 
1905.) 

Ebenso scheint der bei vielen Arten beobachtete Kannibalismus auf die Pellicula- 
Amében und Amoeba vespertilio beschrankt zu sein. 

Amoeba sphaeronucleolosus kann ihr Aussehen je nach den Umweltbedingungen 
oder inneren Vorgingen stark verindern; Umrif, Gré8e, Farbung, Granulamenge 
und -aussehen und Nahrungskérper kénnen sehr verschieden sein (vgl. hierzu die Abb. 
1, 4, 14, 18). Ohne sorgfiltige Beobachtung des Formwechsels wiirde man die ver- 
schiedenen Erscheinungsformen unter Umstinden sogar als getrennte Arten anspre- 
chen kénnen, Bei giinstigen Lebensbedingungen ist meist das grob- oder feingranu- 
lierte Entoplasma von einem Ektoplasmasaum umgeben, der seine gréRte Breite an 
der bei der Bewegung nach vorne gerichteten Seite hat. Die kontraktile Vakuole, 
Nahrungsvakuolen und der Kern, der deutlich in AuSenkern und Binnenkérper ge- 
trennt ist (Karyosomkern), befinden sich meist im ,,Hinterende“ (Abb. 1). 

Die warzige Form von Amoeba sphaeronucleolosus la®t eine deutliche Grenze 
von Ekto- und Entoplasma kaum erkennen, auch ist der Kern viel schwerer zu be- 
obachten als bei den Tieren mit Ortsbewegung, was durch die gréRere Dicke der 
mehr abgekugelten Amébe seine Erklarung findet. Kern und Nahrungsvakuolen be- 
finden sich im Inneren des mehr oder weniger abgerundeten Tieres. Bei subjektiver 
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Beobachtung ist meist kaum eine Bewegung der ganzen Amodbe oder der Granula 
wahrzunehmen. 

Die von Ehrenberg 1838 aufgestellte Art Amoeba verrucosa ist eine Sammel- 
bezeichnung, sie umfaft noch eine ganze Reihe anderer Amében. Greeff be- 
schreibt von diesen 1866 vier neue Arten, die er als Erdamében bezeichnet; 1891 
nimmt er eine systematische Umstellung vor, eine der 1866 beschriebenen Arten ge- 
hért zu einer anderen Gattung, zwei kleinere Arten sind Jugendformen von Amoeba 
sphaeronucleolosus; ,,sphaeronucleolosus’, wie es in der Arbeit heiftt, wird von spi- 
teren Autoren in ,spaeronucleolus“ und ,sphaeronucleosus“ abgeindert. Pénard 
benutzt ,,sphaeronucleosa*; in neueren Arbeiten bei Comandon und Fonbrune 
(1936) und Péterfi und Naville (1931) heif&t es sogar ,,sphaeronucleus“. Trotz 
sachlicher und sprachlicher Gegengriinde wird in der vorliegenden Untersuchung die 
Bezeicinung .,sphaeronucleolosus“ der Erstbeschreibung beibehalten, weil ihr das 
Priorititsrechht zukommt. Aus raumtech- 
nishen Griinden wird der Artname 
»A. sph.“ abgekiirzt. Die fiinf Arten der 
Erdamében sind: A. terricola, A. similis. 
A. sph., A. fibrillosa und A. alba. A. terri- 
cola wird als gelblich und von 300 bis 
400 « GréRe beschrieben, A. sph. ist héch- 
stens halb so grof, véllig farblos und 
charakterisiert durch ihren  kugeligen 
Kern mit mehr oder weniger starker 
Membran. Sie ist seltener als die vorher- 
gehende Art. 

5 Mattes (1924) ergiinzt die Beschrei- 
bung durch genauere Angabe des Lebens- 
raumes: beide Arten kommen im Moos- 





Abb. 1. A. sph. FlieBende Form mit rasen vor an schattigen, nicht zu nassen 
Nahrungsvakuolen, Entoplasmagra- Stellen, vor allem in den Wasserbehaltern 
nula, Ektoplasmasaum, Kern, kon- der Moose. Sie sind nicht an bestimmte 

traktile Vakuole. Moosarten gebunden — doch scheint Cera- 


todon purpureus besonders giinstig zu sein 
— und zeigen beide Kannibalismus (Grosse-Allermann fand die reichste 
Amidbenfauna auf Hypnum). Die GréBe von A. sph. wird mit 60 bis 904, selten 
160 « angegeben. Die Granulation ist sehr fein, das Ektoplasma nicht so zah wie das 
von Amoeba terricola. Die optimale Temperatur liegt zwischen 10° und 18°; starker 
Deckglasdruck wird ausgehalten; Wasser, feuchte Luft und Trockenheit werden ver- 
tragen, doch ist der Aufenthalt im Wasser auf eine bestimmte Zeit beschrinkt, was 
mit dem Sauerstoffbediirfnis zusammenhingen soll. A. sph. ist dem Leben im Wasser 
besser angepaBt als A. terricola. Beim Aufweichen von vertrocknetem Moos findet 
man fast immer Amdben, doch sind nie mit Gewifheit Cysten beobachtet worden, 

Pénard (1905) gibt die GréBe von A. sph. mit 100 bis 150 an, der Nucleus 
kann in verschiedene Stiicke geteilt sein. Die Tiere halten sich in Leitungswasser. 
doch sterben sie dann nach spitestens drei Monaten ab (Pénard 1913). 

Die hier untersuchte A. sph. fand sich in geringer Zahl in einem nicht mit Fischen 
besetzten Aquarium. Es wuchsen darin zeitweise Cyanophyceen der Gattung Oscil- 
latoria, und in der wairmeren Jahreszeit war das ganze Becken mit Oedogonium 
iiberwuchert. An pflanzlichen Organismen fanden sich auferdem Pinnularia und 
Navicula, an tierischhen Nematoden, hypotriche Infusorien und Amoeba dubia in ge- 
ringer Zahl. Die Am@ében lebten nach gelegentlichen friiheren Beobachtungen seit 
Jahren in diesem Aquarium in etwa gleicher Zahl. 
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Bei Objekttragern mit eingetrockneten Tieren gelang nie die Wiederbelebung 
der Amében durch Zugabe von Wasser. Dagegen zeigten in ,,Salznapfchen“ zwischen 
Oscillatorien eingetrocknete Tiere das typische Trockenstadium, die Sandkornform 
(Mattes 1924). Nach Auffiillen mit Aquarienwasser lieBen sich an ihnen folgende 
Beobachtungen machen: vor der Wasserzugabe sahen die Tiere (etwa 50 Individuen) 
aus wie gelbliche Sandkérner, nach 20 Minuten waren sie leicht blaulich und durch- 
sichtiger; in einer Amébe war schon der Kern sichtbar, eine andere zeigte ein kleines 
hyalines Pseudopodium. 50 Minuten nach dem Wasserauffiillen hatten fast alle 
Tiere kurze hyaline Pseudopodien, die Granula zeigten zitternde Bewegung; die bei 
vielen Tieren sichtbaren Kerne hatten eine etwas ,,zerknitterte’ Kernmembran, und 
auch der Aufenkontur des Binnenkérpers erschien etwas gefiltelt. Der Binnen- 
kérper wies aber die auch sonst beobadhtete blaiuliche Farbung auf. Bei einem Tier 
wurde schon eine Vakuole gebildet. 80 Minuten nach Beobachtungsbeginn hatten alle 
Tiere Vakuolen; es fanden sich schon einige Amében, die von normalen Tieren nicht 
mehr zu unterscheiden waren. 

Nach diesen Beobachtungen kann die vorliegende Amébe sicher als A. sph. an- 
gesprochen werden. Entgegen anderen Beobachtungen konnten bei geeigneten Be- 
dingungen unbegrenzt Kulturen in Aquarienwasser angelegt werden, 
doch la&t dieser geringe Unterschied die Bestimmung als A. sph. nicht fraglich er- 
scheinen. Die optimale Temperatur scheint mit 10° bis 18° als etwas zu niedrig an- 
gegeben; bei Aufentemperaturen bis zu 22,3° im Juli fanden in den Priparaten, die 
in der feuchten Kammer aufbewahrt wurden, dauernd Teilungen statt, ein Zei- 
chen guter Lebensbedingungen. 


II. Technik 


Am 8. Mai 1942 wurden verschiedene Aquarien mit Amében geimpft. Zur ,,Diin- 
gung~ wurden zwei Fische in jedes Becken gesetzt, was sich gut bewahrte, denn am 
2, Juni 1942 enthielten die vorher amébenfreien Kulturen bereits eine Unzahl von 
Amdben. Eine Probe des Algenbewuchses enthielt Hunderte von Tieren fast 
unmittelbar nebeneinander. Die vordere Aquarienwand war ziemlich gleichmafig 
mit Algen bewachsen, doch fanden sich die Amében hauptsachlich am oberen Rand, 
und zwar in den Algen, die schon oberhalb des Wasserspiegels wuchsen, jedoch durch 
Kapillarkraéfte noch mit Wasser angefeuchtet waren. Die Zahl der Amében nahm 
rasch ab, je weiter nach unten die Proben aus dem Algenbelag genommen wurden. 
Auf Reinkulturen wurde kein Wert gelegt, da die Tiere zur Praparatherstellung 
ohnehin einzeln herausgefangen werden muften und die zugegebenen Algen trotz 
Waschens immer noch viele Sporen und Cysten einschleppten. Sehr bewahrt haben 
sich zur Weiterzucht zylindrische GefaéBe von 6cm Durchmesser und 6cm Hohe, 
die etwa zur Halfte mit Aquarienwasser gefiillt und mit einer Glasplatte zugedeckt 
wurden. Fast in allen Fallen starben die Oscillatorien ab, so daf die Amében in 
diesen Kulturen ohne Algenkniuel blieben; erst bei der Praparatherstellung wurden 
Oscillatorien aus anderen Aquarien zugegeben. Fiir manche Versuche war das sogar 
besonders vorteilhaft; weil bei Mangel an Oscillatoria-freien Kulturen die Amében 
sonst erst in Hungerzudhten ,,kniéuelfrei* gemacht werden muften, 

Das pH des Kulturwassers in den verschiedenen Aquarien schwankte zwischen 
7,2 und 8,5. Das pH des Leitungswassers, mit dem die Becken urspriinglich gefiillt 
wurden, war 7,7. Die Tiere vertrugen Zusatz von reinem Leitungswasser nur be- 
dingt; sie kugelten sich ab, erholten sich aber wieder, wenn noch redhtzeitig neues 
Aquarienwasser zugesetzt wurde. 

Einfache Deckglaspraparate wurden als ,,Dauerpraparate“ wiahrend langerer 
Zeit taglich beobachtet; sie erhielten fiir langandauernde Einzelbeobachtungen eine 
dreiseitige Umrandung von Paraffin, doch starben die Tiere von der ganz mit 
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Paraffin umrandeten Seite her allmahlich ab; zuletzt lebten nur noch Amében in der 
Nahe des offenen Randes. Nach voélliger Entfernung der Paraffinumrandung fanden 
sich nach kurzer Zeit wieder Tiere an allen Stellen im Praparat, ein Beweis, da das 
Absterben nur durch den Sauerstoffmangel verursacht worden war. Das Paraffin 
konnte keine schidigende Wirkung ausgeiibt haben, da die Amében immer auch 
unmittelbar daneben lebten und sich teilten. In nicht umrandeten Priparaten ohne 
Algen wanderten die Am@ében allmiéhlich an die Rander und fanden sich gehauft an 
den Ecken. Dagegen enthielten die entsprechenden Priparate mit Oscillatorien nach 
Wochen noch Amdben an allen Stellen, ein Zeichen, da die Algen mindestens soviel 
Sauerstoff produzieren kénnen, wie die Amében zum Leben brauchen. Die ,,Dauer- 
praparate’ wurden in feuchten Kammern aufgehoben. 

Nie konnte wahrend der ganzen Beobachtungszeit das Auftreten von Parasiten in 
den Am@ben festgestellt werden, sogar auch in sehr alten Dauerpriaparaten nicht. 
(Mattes 1924 beobachtete das Auftreten der Chytridineen Sphaerita amoebae und 
Sphaerita plasmophaga.) 

Bei dauernden Teilungen wird natiirlich einmal der Lebensraum zu eng, die 
gréRte Zahl von lebenden Am@ben in einem Priaparat mit 18 X 18mm Deckglas be- 
trug etwas iiber 200, doch war im allgemeinen schon ein Absinken der Zahl bei einer 
Dichte von 90 Tieren zu verzeichnen. In 8 bis 18 Tagen steigt die Tierzahl bis zu 
einem Maximum an, fallt dann schnell ab und steigt allmahlich wieder an; ein 
Wechsel, der durch das veriinderte Verhiltnis von Stoffwechselprodukten und Sauer- 
stoff zu erklaren ist. 

Bei den Nachtbeobachtungen wurden alle Priaparate bis auf das beobachtete im 
Dunkelkasten gehalten, um durch veranderte Linge der Belichtungszeit nicht etwa 
den festzustellenden Rhythmus der Teilungs- und Knauelhaufigkeit zu beeinflussen 
(s. Tabelle 1). 

Die Veranderungen der Ektoplasmabildungen wurden auch mit Hilfe des 
Polarisationsmikroskopes. untersucht. Stehen die Schwingungsebenen 
der Nikols senkrecht zueinander, so kann nur Licht in das Auge des Beobachters ge- 
langen, wenn sich zwischen Polarisator und Analysator ein doppelbrechendes Objekt 
befindet. Dort, wo die Tangente der Oberfliche der Tiere den Schwingungsrichtun- 
gen der Nikols parallel geht, wird der Saum von dunklen Zonen unterbrochen, bei 
rundlicher Gestalt also an vier Stellen. Nach W. J. Schmidt (1924) ist Doppel- 
brechung oder Anisotropie bei Amében nur am Ektoplasma zu beobadhten. Die 
Ektoplasmafalten von A. sph. eignen sich daher besonders fiir polarisationsmikro- 
skopische Untersuchungen. 

Um GréB8enverhiltnisse und Verainderungen mafstabgetreu festzuhalten, wur- 
den Zeicinungen mit dem Abbeschen Zeichenapparat hergestellt. Einzel- und Serien- 
aufnahmen mit der ,,Mifilmka“ (Leitz) (s. die Mikrophotographien) ergianzen die 
Zeichnungen und sind bei raschen Verinderungen unentbehrlich, weil jeweils zu 
einem Zeitpunkt alles erfa&t werden kann und die Aufnahmen sehr schnell auf- 
einander folgen kénnen. 

Als letztes und wichtigstes Hilfsmittel der Lebendbeobachtung wurde die 
Filmaufnahme unter Zeitraffung angewandt. Die nur mit dieser Methodik 
méglihe Veranderung des Zeitmoments (v. Uexkiil] 1928, s. Einleit.) lagt 
Vorgiinge, die fiir unser Auge zu langsam verlaufen, sichitbar werden. Einige, im 
Laufbild des Filmes erstmalig festgestellte Bewegungen wurden spiater auch bei sub- 
jektiver Beobachtung gesehen, so z. B. das Herumgreifen der Initialfaser (Definition 
s. S. 466) um den Algenfaden und sein Hereinziehen in die Amébe. Eine 
letzte Auswertung der Aufnahmen unter Zeitraffung stellt die Teilbildanalyse 
(Kuhl) dar, mit deren Hilfe die kleinsten Verainderungen raumlich und zeitlich 
genau festgelegt und registriert werden kénnen (K uh] 1938, 1942, 1943). 
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ILI. Allgemeine Beobachtungen 
A. Bewegung 


Rhumbler (1898, die gleiche Arbeit bei allen folgenden Zitaten) unter- 
scheidet bei Amoeba verrucosa die flieBende und die rollende Be- 
wegung: die flieBende Bewegung kommt zustande durch Vorfliefen von 
Pseudopodien und NadhflieBen des iibrigen Weichkérpers bei Anheften des 
flachen Vorderendes an die Unterlage und fortwaihrender Umwandlung von 
Ekto- in Entoplasma und umgekehrt. Die rollende Bewegung ist seltener 
und nur bei nicht an der Unterlage festhaftenden Individuen zu beobachten: 
ein Pseudopodium wird in das Medium vorgestreckt, bis das Tier nach dieser 
Seite das Ubergewicht bekommt. Folgt nach dem Uberkippen wieder ein 
Pseudopodium an derselben Seite, so kann bei mehrfacher Wiederholung 
eine geringe Ortsveranderung in einer Richtung festgestellt werden. Ich 
halte diese Art der Bewegung nur fiir ein Zufallsgeschehen, fiir den Versuch 
der durch einen Reiz zur warzigen Form abgekugelten Amoébe, wieder zur 
flieRenden Bewegung iiberzugehen. Wahrend der taglichen Beobachtungen 
konnte festgestellt werden, daf ein Tier nie langere Zeit in der warzigen 
Form bleibt, auBer, wenn es durch immer erneute Reize (meist Erschiitte- 
rungen) gehindert wird, die flieBende Form anzunehmen. Auch Rhumbler 
kann beide Bewegungsarten nicht fiir grundsatzlich verschieden halten, denn 
er sucht sie auf ahnliche Ursachen zuriickzufiihren. 

Das Zeitrafferlaufbild zeigt, daf Tiere in der warzigen Form, 
die bei subjektiver Beobachtung wahrend langer Zeit unverandert aussehen, 
abwechselnd und rhythmisch nach allen Seiten Pseudopodien ausstrecken, 
vergroRern und wieder einziehen, bis durch ein Pseudopodium das Anhaften 
an die Unterlage gelingt. In diese Pseudopodien strémt nun das Plasma des 
Tieres; die Amébe zeigt dann meist eine lebhafte Ortsbewegung, kann aber 
auch zeitweilig ohne Bewegung bleiben. Comandon und Fonbrune 
(1939) vergleichen die haufigste aufere Form der Tiere in Bewegung sehr 
treffend mit einer ,,Cardium-* oder ,,Pectenschale“. Tiere in Bewegung zei- 
gen alle Ubergiinge von der noch fast warzigen Form mit vielen kleinen 
Pseudopodien bis zu der véllig ausgebreiteten flachen Form, die mit einem 
einzigen breiten Pseudopodium vorwarts flieft. Die Dicke dieser flachen 
Tiere betrigt nur wenige yw; sie ist beim Ablésen der flachen Amében von 
der Unterlage durch eine Nadel oder Pipette leicht zu beobachten, wenn sich 
die gerade losgelésten Tiere durch die Strémung einmal senkrechi stellen; 
der bei der Vorwartsbewegung nach hinten gerichtete Teil zeigt die grote 
Dicke. 

Bei der flachen Form kann die fiir die ganze Gruppe der Erdamében 
charakteristische Ektoplasmafaltelung zeitweise ganz fortfallen; die Tiere 
bewegen sich mit relativ grofer Geschwindigkeit unter deutlich sichtbarer 
Entoplasmastrémung vorwarts. Diese durch starre Oberfliiche ausgezeichnete 
Amébengruppe kann also ihr Ektoplasma weitgehend verfliissigen; bei 
Zimmertemperatur und Fehlen von sonstigen duferen Reizen durch Er- 
schiitterung oder Chemikalien ist die flache Form die haufigste. Aller- 
dings ist die véllig glatte’ Form selten, es finden sich meist doch irgend- 
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welche Ektoplasmastrukturen: Liangsstreifen oder Querfiltelungen und 
starre Zonen um das Hinterende, in dem sich Kern, kontraktile Vakuole und 
Nahrungsvakuolen befinden. Beim Aufkniulen von Algenfiaden sind ekto- 
plasmatische Fasern zum Einziehen der einzelnen Schlingen von grofer 
Bedeutung. Im Gegensatz’ zum Entoplasma sind die Ektoplasma- 
bildungen doppelbrechend (W. J. Schmidt 1939); sie kénnen im 
Polarisationsmikroskop in ihren Verinderungen beobachtet werden. Nach 
W. J. Schmidt nimmt die Doppelbrechung bei lebhafter Bewegung ab. 

Bei einem Tier mit ,,Car- 
diumform“ wurde beobach- 
tet, dafi eine erst am hyali- 
nen Vorderende  sichtbare 
quere Ektoplasmafalte all- 
mahlich mit geringer Form- 
verinderung iiber das ganze 
Tier nach hinten_ ver- 
lagert wurde. 

Der vorfliefende Teil des 
Tieres ist fast immer merk- 
lich breiter als das ,.Hinter- 
ende“ (Abb. 2, 15, 31). Eine 

10 ; Zeitrafferaufnahme 

Abb. 2. A. sph. in Bewegung. a normales Tier der Bewegungsumkehr 
(Cardiumform) mit Nahrungsvakuolen (= Algen- 2€igt sehr schén die Um- 
knaduel) und Kern strémt durch eine schmale wandlung des ,,Hinterendes~ 
Stelle am vorderen Ektoplasmasaum in Stellung. zum Vorderende durch Ver- 
b Hier werden Nahrungsvakuolen (Nv) und Kern gréferung des Ektoplasma- 
(N) gestaut und das Tier flie#t wieder in seine saums und _ Verbreiterung 

Ausgangsform zuriick. Ge Granulastrom. 








des nun vorflieBenden ,,Mo- 
nopodium™. Das _ friihere 
Vorderende wird entsprechend schmal, der breite Ektoplasmasaum klein. 

Amében mit fliissigem Plasma (flache Form) kénnen bei starker Ento- 
plasmastrémung sich schnell fortbewegen oder langere Zeit am gleichen Platz 
bleiben. Rhumbler erklart das erste durch den ,,einfachen“ oder .,mehr- 
fachen Vorwirisstrom™, bei dem der oder die Entoplasmastréme an dem 
vordersten erreichten Punkt zur Ruhe kommen, das zweite durch ,,Fontaine- 
wirbel“, bei denen die vorwarts gerichteten Stréme als Randstréme um- 
biegen und an der Seite wieder in den Hauptstrom einmiinden. Die Orts- 
veranderung erfolgt bei A. sph. meist durch ,mehrfache Vorwarts- 
stréme™: innerhalb des Entoplasma erscheinen fliissigere Zonen, in denen 
die Granula dahinstrémen, wahrend andere direkt benachbarte Granula un- 
bewegt liegen bleiben (Abb. 2). Der Vorstof des Entoplasma ins Ekto- 
plasma kann kontinuierlich erfolgen; dann sieht man, wie die einzelnen 
Granula vorwartsbewegt werden und der Ektoplasmasaum weiter nach 
vorne verlagert wird; oder er erfolgt schubweise: schon bevor das Ento- 
plasma vorstrémt, kann im Ektoplasma eine Zone sichtbar werden, die sich 
durch geringen Unterschied im Lichtbrechungsindex abhebt und durch den 
Schub dann ausgefiillt wird. Die Trennungslinie zwischen dem vorherigen 
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und dem neuen Schub ist oft noch kurze Zeit sichtbar. Bei kontinuierlichem 
Vorstrémen des Entoplasma kann der vordere Ektoplasmasaum ertweder 
auch kontinuierlich nach vorne vergréfert werden, oder er wird ruckweise 
groBer. Die vordersten Entoplasmagranula kénnen ganz verschieden weit 
vom Ektoplasma entfernt sein. 

Wenn bei lebhaftem Strémen keine Ortsveranderung erfolgt, muf das 
nach vorne geschaffte Material irgendwie wieder nach hinten gelangen und 
von neuem in den Strom einmiinden. Rhumbler erklart das durch den 
.f ontainewirbel”, der einen in sich geschlossenen Bewegungsweg der 
Granula auf beiden Seiten des Tieres voraussetzt. Bei A. sph. konnte bei 
subjektiver Beobachtung festgestellt werden, daft solche an Ort strémenden 
Tiere eine auffallende wellenférmige Veranderung der seitlichen Ekto- 
plasmasiume zeigen, ohne daft ein Entoplasmariickstrom sichtbar ist. 

Einen Sonderfall der Vorwartsbewegung stellt das zuerst von Biitschli 
an Amoeba blattae beobachtete ,.Kreispseudopodium™ dar, das bei 
A. sph. durch Zeitrafferaufnahme festgehalten wurde. Das monopodial vor- 
strémende Tier erinnert in der Form an Peneroplis; Kern, kontraktile 
Vakuole und Nahrungsvakuolen bleiben weit hinten. Spiatestens nach eini- 
gen Minuten gehen die Tiere aber wieder zur normalen Vorwartsbewegung 
iiber. 

Bei Amében mit flie&ender Bewegung sind schon bei subjektiver Beob- 
achtung haufig ruckartige Bewegungen zu beobachten, deren Ursache 
nicht zu erkennen ist, die aber durchaus als normal gelten miissen. Meist 
finden offenbar nur Umlagerungen im Innern statt, die sich im auferen 
Umrifi nicht bemerkbar machen; nach dem Pressen von Algenknaueln 
kénnen sie aber auch formverandernd wirken. Die Wiederholung dieser 
relativ sehr schnellen Bewegungen kann schon nach wenigen Sekunden 
erfolgen oder erst nach einigen Minuten. Als Ursache ist vielleicht 
eine durch bestimmte Reize hervorgerufene ruckartige Ablésung des 
Amdbenhinterendes von der Unterlage verantwortlich zu machen; beim 
ruhigen DahinflieRen dagegen lést sich das Tier kontinuierlich und ohne 
subjektiv sichtbare Bewegung vom Untergrund. 

Bei schnellem Vorwiartsstrémen bildet sich gelegentlich auch bei A. sph. 
der bei anderen Arten beobachtete ,Schopf* am Hinterende. Er kommt 
zur Ausbildung, wenn das riickstrémende Ektoplasma am Hinterende nicht 
schnell genug in Entoplasma umgewandelt werden kann (Abb. 31). 

Wenn die kontraktile Vakuole ihre maximale Gréfe erreicht hat, lassen 
sich im Entoplasma haufig schon heftige Strémungen der Granula auf sie zu 
erkennen, ehe an ihr selbst eine der Entleerung vorausgehende Veranderung 
sichtbar wird (Abb. 3). 

Einmal wurde ein Tier beobachtet, das an einer schmalen Stelle des vor- 
deren Ektoplasmarandes mit seinem ganzen Entoplasma durch die enge 
Offnung strémie und distal ein neues breites Pseudopodium bildete. Das 
hintere Ende mit Kern und Nahrungsvakuolen kam aber nicht durch, strémte 
zuriick und das Tier nahm seine friihere Form wieder an (Abb. 2). Beim nor- 
malen VorwirtsflieRen muf also der vordere Ektoplasmasaum einheitlich 
verfliissigt werden, um eine Vorwartsbewegung zu ermdglichen; erfolgt 
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die Verfliissigung nur an einer Stelle, wahrend der restliche Saum starr 
bleibt, dann wird die Bewegung gehemmt und verandert. (Es handelte sich 
hier nicht um die Bildung eines Bruchsackpseudopodium, da das Plasma 
wieder zuriickstrémte und die urspriinglich vordere Ektoplasmagrenze nicht 
nachtraglich verfliissigt wurde). 

Schnelles Fliefen, d.h. schnelle Verlagerung der Granula im Entoplasma 
und langsame Veranderungen im Ektoplasma gehen nebeneinander her; die 
Tiere kénnen an verschiedenen Kérperstellen durch lokale Verfliissigung 
oder Verfestigung, also durch temporare Gelstrukturen, véllig verschie- 
dene Funktionen gleichzeitig ausiiben. 


B. Vakuole 


Die kontraktile Vakuole von A. sph. entsteht, wie auch bei anderen 
Arten (A. verrucosa Glaser 1912, Howland 1924; A. tachypodia Glaser 
1912; A. hydroxena Entz jun. 1912), durch Zusammenfliefen aus vielen 
kleinen Blaschen. Normalerweise wird sie regelmafig entleert mit Inter- 
vallen von durchschnittlichh etwa drei Minuten. Bei der Teilung setzt 
die Pulsation fiir eine Zeit von 26 Minuten im Durchschnitt voéllig aus, was 
mit den Beobachtungen an anderen Amdben iibereinstimmt. Auch bei 
Hungertieren wird die Entleerung der meist abnorm grofen Vakuole ge- 
hemmt oder ganz unterbunden. Bei Trockentieren ist keine Vakuole 
vorhanden; ihr erstes Auftreten nach dem Befeuchten wurde nach 50 Minu- 
ten beobachtet, die erste Entleerung nach 80 Minuten. 

Tiere unter Deckglasdruck haben oft recht grofe Vakuolen, die sehr 
selten oder gar nicht entleert werden. Die Gréfe wird aber nur dadurch vor- 
getiauscht, daft die Blase nicht mehr kugelig, sondern scheibenférmig ist; die 
Pressung kann ohne dauernde Schadigung so weit gehen, daft iiber und unter 
der Vakuole sehr wenige oder gar keine Granula mehr zu beobachten sind. 
Die Vakuole kann dabei weitgehend deformiert werden. Nach Aufhéren 
des Drucks und nach Wasserauffiillen zeigen sich haufig heftige Strémungen 
im Innern; die Tiere werden wieder normal und die Vakuole wird regel- 
mafig entleert. Auch zwischen Organellen des Amébenkérpers kann die 
Vakuole deformiert werden. Einmal wurde beobachtet, wie sie zwischen 
einer grofen Nahrungsvakuole und dem Ektoplasma durchgequetscht wurde 
und sich nachher wieder abrundete. Bei Tieren mit sehr raschem Strémen 
ohne Ortsverainderung kann die Vakuole sogar veriibergehend bis an die 
vordere Ento-Ektoplasmagrenze getragen werden. Normalerweise befindet 
sie sich aber im hinteren Ende der Amébe, meist hinter, gelegentlich neben 
und sogar vor dem Kern. Die einzelnen Blasen der neu entstehenden Vakuole 
werden zusammen vom Strom fortbewegt. 

Nach der Entleerung bleibt haufig ein Vakuolenrest zuriick, der 
von verschiedener Gestalt sein kann: dreieckig, viereckig, halbmond- oder 
sichelférmig, immer aber mit gebogenen Wianden. Ist er ziemlich grof, dann 
erfolgt seine Entleerung mit einem zweiten ,,Schub“. Manche Tiere enthalten 
aufer der kontraktilen Vakuole noch eine oder mehrere permanente, die 
aber meist kleiner sind. Nur einmal konnten zwei tatige kontraktile Vakuo- 
len in einem Tier festgestellt werden. 
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Auch das Kleinerwerden der Vakuole ohne Entleerung nach 
aufen kommt vor; die gesammelte Fliissigkeit wird dann dem Plasma durch 
Riickresorption wieder zugefiihrt. 

Kurz vor dem Entleeren macht sich um die Vakuole eine starker 
lichtbrechende Zone bemerkbar, die sich im: Polarisationsmikroskop 
als doppelbrechend erweist. Sie scheint durch Zusammenriicken der Granula 
um die Vakuole zu entstehen, die sich vorher in etwa gleichem Abstand 
befanden und durch das GréRerwerden der Vakuole nun in der direkt be- 
nachbarten Zone enger aneinander gelagert werden. Die Doppelbrechung 
erklirt W. J. Schmidt (1939) durch tangentiale Anordnung der Protein- 
fadenmolekeln. 

Die Entleerungsstelle der Vakuole vor der Teilungsruhe ist die einzige 
Stelle der Oberflache im Teilungs-Tier die nicht mit Abkugelungs- 
pseudopodien (Definition S. 466) bedeckt ist (Abb. 3). Durch die Teil- 
bildanalyse von Zeitrafferfilmaufnahmen konnte folgendes festgestellt wer- 
den: schon vor der Entleerung wird das Plasma zwischen kontraktiler 


Vakuole und Aufenmedium vorgewoélbt und die Vakuole verliert zunachst 
nicht an Volumen 
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, 7 Abb. 3. Vakuolenbildung und -entleerung (im Tei- 
hin abgeplaticte Um- lungs-Tier nach Teilbildanalyse), a Systole: b wei- 
tere Zunahme, Vorpressen des Planes vor Ent- 
leerungsbeginn durch die kontraktile Vakuole (kV) 
und Entleerung in zwei Phasen; c Vorwoélbung zu- 
flieRen zweier Blas- riickgebildet. Neubildung durch viele kleine Blaschen. 
chen nimmt die so ge- 
bildete gréRere und zunichst bohnenférmige Blase sehr bald wieder die 
Kugelform an. 

Die GréBe des Durchmessers der gefiillten Vakuole vor der Entleerung 

schwankt auferordentlich, sie liegt zwischen 13 und 63. und betrug im 
Durchschnitt von 100 Messungen 40 mu. 


100 


rif der kontraktilen 
Vakuole (Fig. 3a, b). 


Nach dem Zusammen- 


C. Hungertiere 


Hungertiere wurden nach Zerfall der Algennahrung in Kulturen und 
Praparaten beobachtet; es war méglich, sie (im Versuch) durch Herausfangen 
der normalen Tiere und Einsetzen in filtriertes Aquarienwasser stets in 
gréBeren Mengen zu erhalten. Sie fallen auf durch ginzliches Fehlen 
der Nahrungsvakuolen und durch Veranderungen am Kern. 
Der Binnenkérper hat eine bis viele Vakuolen (Abb. 4) oder er erscheint in 


33* 
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viele Stiicke gespalten, die aber nicht, wie nach der Teilung, einzeln im 
Kernraum liegen, sondern als kugeliges Karyosom vereinigt bleiben. In 
manchen Fallen konnte die Abschniirung kleinerer Teile am Karyosom 
beobachtet werden, die Stiicke blieben aber in Verbindung mit dem Binnen- 
kérper. Die kontraktile Vakuole funktioniert in der ersten Zeit nach 
dem Nahrungsentzug normal, wird spater nur in gréferen Abstianden ent- 
Jeert und bleibt schlieflich als permanente Vakuole erhalten, die aber 
im Verhiltnis zu der kleiner gewordenen Amébe recht gro ist. Das 
Entoplasma ist ziemlich grob ganuliert, Ektoplasma ist nur wenig vor- 
handen. Der Binnenkérper verliert seine blauliche Farbe und wird immer 
blasser und damit dem Plasma ahnlicher; der Kern kann in diesem Stadium 
nur nach Deckglasdruck beobachtet 
werden (Pénard 1913). Es sammeln 
sich eine Anzahl von gréferen licht- 
brechenden Granula, die vielleicht als 
nicht ausgestoRene Stoff wechselprodukte 
zu deuten sind, da sie nach Zugabe und 
Aufknaulen von Algenfaden bald wie- 
der verschwinden. 

Hungertiere mit den erwahnien 
gréBeren Granula, deutlichem Kern und 
normaler Vakuole zeigen haufig einen 
Pfropf von ausgestofenem Entoplasma 
und erinnern in der Form etwa an 
Noctiluca. 

Die Tiere verlieren immer mehr die 
Fahigkeit zur Ortsbewegung und ku- 





Abb. 4. Hungertier mit gro8er kon- geln sich ab. In frisches Aquarienwasser 
traktiler Vakuole und vakuolisier- gebracht, kénnen sie auf nicht zu weit 
tem Binnenkérper. fortgeschrittenem Stadium ihre Bewe- 


gungsfahigkeit wieder erhalten. Bei 
Zugabe von Algen fangen sie dann gleich mit dem Knaulen an und nehmen 
an GréBe zu. 

Die zuerst aufgenommenen Algenkniuel sind in den Nahrungsvakuolen 
von einer blauen Fliissigkeit umgeben. Ahnliches ist sonst nur bei ab- 
sterbenden Tieren zu beobachten. Am nichsten Tag aber ist die Blau- 
farbung verschwunden und die Tiere zeigen keine Schadigung. Dem Plasma 
der Hungertiere (und der absterbenden Tiere) kommt also die Fahig- 
keit zu, in der Nahrungsvakuole den blauen Farbstoff der Cyanophyceen 
(Phycocyan) zu lésen. Nach dem Verschwinden der gréferen Granula 
sind sie nicht mehr von den Tieren zu unterscheiden, die kein Hunger- 
stadium durchgemacht haben; sie teilen sich auch nach Aufnahme einer 
geniigenden Nahrungsmenge. 


D. Kern 


Das Verhalien des Kerns bei Hungertieren wurde schon erwiahnt; iiber 
seine Verinderungen bei der Teilung s. Abschnitt V A 4. Der normale Kern 
hat eine Gréfe von 18 im Durchschnitt, der Binnenkérper von 9 u, der 
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Aufenkern hat also etwa das siebenfache Volumen des Binnenkérpers. Er 
ist sphirisch bis ovoid und schon bei subjektiver Beobachtung zeitweilig 
formveranderlich. Bei durch Druck flach ausgebreiteten Tieren, in denen 
iiber und unter dem Kern keine oder nur sehr wenige Granula sichtbar sind, 
scheint der Kern zur Eigenbewegung befahigt, denn er legt in der sonst 
anscheinend bewegungslosen Amobe gréfere Strecken zuriick und kann dabei 
eine granulafreie Bahn hinterlassen, die nur langsam wieder verschwindet. 
Diese durch Druck abgeflachten Tiere zeigen nach Vergréfern des Abstandes 
zwischen Objekttrager und Deckglas und nach Wasserauffiillen zuniachst 
Ektoplasmafalten und nehmen dann fiir einige Zeit die warzige Form an. 
Der Umfang wird dabei kleiner, da das Tier von der scheibenférmigen 
zur kugeligen Gestalt iibergeht; der Kern ist bei solchen Amében nur schwer 
zu beobachiten. Bei normalen ungestérten Tieren ist er fast immer von 
allen Seiten von Entoplasma umgeben; nur einmal lag ein Kern an der 
Grenze von Ento- und Ektoplasma, an einer Seite unmittelbar neben dem 
Ektoplasma. 

Der Kern befindet sich meistens im physiologischen Hinterende, vor der 
kontraktilen Vakuole; doch wird diese durch Strémungen gelegentlich neben 
und sogar vor den Kern verlagert. Nur einmal wurde er fiir langere Zeit in 
der vorderen Halfte der Amébe festgehalten; wenn er bis zur Mitte zuriick- 
verlagert war, wurde er durch den Entoplasmastrom wieder bis zur vorderen 
Fnto-Ektoplasmagrenze mitgenommen. 

Tiere, die sich in Leitungswasser abgekugelt haben, zeigen ein besonders 
sroRes Karyosom und einen kleinen AuRenkern. 

Der Binnenkérper ist nicht doppelbrechend; er enthalt nach Péterfi 
(1931) eine cytolysierende Substanz, der AuBenkern ist in gallertigem, vis- 
késem Zustand. 


E. Tod 


Vor dem Tod kugeln sich die Tiere ab. Charakteristische Anzeichen fiir 
beginnendes Absterben sind: vélliges Fehlen der Vakuole fiir langere Zeit, 
auffallend stark tanzende, zitternde Bewegung der sehr grofen Granula, 
Verdickung der Kernmembran, die dadurch starker lichtbrechend und auch 
blaulich wie der Binnenkérper wird und Ansammlung von blauer Fliissig- 
keit in den Nahrungsvakuolen um geknaulte Algenfaden. Bei absterbenden 
Tieren reicht das Entoplasma bis an die fast kreisrunde aufere Begrenzung 
des Tieres; es kann die Einwirkungen des Aufenmediums nicht mehr mit 
Ektoplasmabildung beantworten. Um die Nahrungsvakuolen und den Kern 
mit verdickter Membran beginnen sich ,,leere~ Raume abzusetzen, die an 
Gréfe zunehmen und ineinander iibergehen; die Granula sind bald nur noch 
auf enge Zonen begrenzt. Das Auftreten von blau gefarbier Fliissigkeit 
auch in den Nahrungsvakuolen von Hungertieren, die nach dem 
Hungern ihre erste Oscillatoria geknaiult haben, beweist, daf ein an- 
gegebenes Merkmal allein zur Charakterisierung des Todes nicht ausreicht: 
Starke Brownsche Bewegung ist auch manchmal bei Tieren in Teilung zu 
finden. Das Fehlen von Ektoplasma wurde auch bei einem Tier beobachtet, 
das vielleicht Fortpflanzungsstadien ausbildete. Die ,,leere Pellicula ab- 
gestorbener Tiere ist oft noch langere Zeit erhaliungsfihig. 
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Der Beginn der Absterbeerscheinungen ist bei den oft ohnehin geringen 
LebensiiuRerungen der Amébe nicht immer mit Sicherheit festzustellen; da- 
gegen zeigt das Zeitrafferlaufbild einwandfrei die typischen Ver- 
iinderungen (erst starke zitternde Bewegung der Granula, dann Aufhéren 
jeder Bewegung und Absonderung optisch leerer Raiume). Die durch das 
Zeitrafferlaufbild gewonnenen Erfahrungen lassen auch die Vorginge bei 
subjektiver Beobachtung friiher erkennen. 


IV. Nahrungsaufnahme und -abgabe 
A. Nahrung 


A, sph. kann nahezu alles aufnehmen, was bei ihrem aktiven Hin- und 
Herfliefen mit ihr in Beriihrung kommt. Darunter befinden sich auch fiir 
sie véllig wertlose Dinge, wie bereits verdaute und ausgestoRene braune 
Algenknauel, Teile vom Paraffin- 
stiitzpunkt des Deckglases oder De- 
tritus irgendwelcher Art. Natiirlich 
sind ihr durch die Gréfe bestimmte 
Grenzen gesetzt, doch wird auch das 
UmflieBen und Aufnehmen sehr 
grofer Nahrungskérper wenigstens 
versucht. Im allgmeinen muff man 
aber eine gewisse Fiahigkeit zur 
Auswahl annehmen. 

An pflanzlicher Nahrung wurden 
beobachtet: Closterium, Ocedogo- 
nium, Chiorella, Scenedesmus, Navi- 
Abb. 5. A. sph. kniault einen Algen- cula, Pinnularia, Zoogloea-Haufen 
faden und nimmt gleichzeitig einen und viele Oscillatoria-Arten, die 
Ciliaten durch Circumvallation auf. durch Aufkniaulen bewiltigt wer- 

den (s. Abschnitt IV B 3, S. 466). An 
tierischer Nahrung wurden Rotatorien und Rotatorieneier, Nematoden, 
hypotriche und andere Infusorien, kleinere Amében und eigene Art- 
genossen und einmal eine Arcella festgestellt. Die Rotatorien gehérten 
meist der Gattung Monostyla an. 

Die Amében sind also nicht auf bestimmte Nahrung spezialisiert; doch 
scheinen sie Oscillatorien zu bevorzugen, da bei reichlicher Darbietung von 
Algenfaden fast nur Algenknaiuel und kaum andere Nahrungsvakuolen 
nachzuweisen sind. Vielleicht ist diese ,,Spezialisierung~ aber auch darauf 
zuriickzufiihren, daB die Algen trotz ihrer Eigenbewegung leichter 
zu bewiiltigen sind als die recht flinke tierische Beute. Daft pflanzliche und 
iierische Nahrung sich nicht ausschliefen, beweist die Beobachtung an einem 
Tier, das an einer Stelle noch mit der Circumvallation eines Infusors be- 
schiftigt war, wahrend es an einer anderen schon mit dem Aufkniulen eines 
Algenfadens begann (Abb.5). Bis zu 13 Individuen von Scenedesmus wur- 
den in einem Tier beobachtet; diese Art wird bei der Verdauung nicht braun 
wie die Oscillatoria-Faden. Diatomeen scheinen nur gelegentlich und in viel 
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geringerer Zahl aufgenommen zu werden; mehr als zwei in einem Tier 
konnten auch bei groRer Haufigkeit der Kieselalgen nicht festgestellt werden. 

Trotz ihrer GréRe werden Nematoden recht haufig umflossen, obwohl 
ihre vollstindige Aufnahme nur selten gelingt. Neresheimer (1905) beob- 
achtete allerdings bei einer der Amoeba verrucosa sehr ahnlichen Amobe, die 
er als A. dofleini neu beschrieben hat, dai die Amébe fast immer Siegerin 
gegeniiber dem Nematoden blieb. Zweimal wurden Nematoden in Nahrungs- 
vakuolen beobachtet, zu einer Schlinge aufgerollt wie ein kurzes Algen- 
fadenstiick. Meistens waren die angefallenen Nematoden schon tot oder am 
Absterben, doch kommt es auch vor, daf normale Tiere umflossen werden. 
Die Beute scheint durch ein klebriges Sekret (Rhumbler) festgehalten und 
dabei vielleicht sogar gelahmt zu werden, anders wire es sonst nicht zu er- 
klairen, da die Nematoden ohne Widerstand zu leisten bis zur Halfte um- 
flossen werden kénnen und sich dann erst durch heftiges Schlagen mit dem 
Vorder- oder Hinterende befreien, wobei die Amébe hin und her gesdc:leu- 
dert wird. 


B. Art der Aufnahme 


1. Invagination (= Nahrungsumfliefung Rhumbler) 


Die Nahrungsaufnahme durch Invagination geschieht durch Umfliefen 
mit direkter Beriihrung zwischen Amobe und Beute. Der Vorgang ist schon 
wiederholt beschrieben und erklart worden (Rhumbler, Grosse-Aller- 
mann 1909); hier nur einige erginzende Beobachtungen. 

Das UmflieBen geschieht wahrend der Vorwiartsbewegung; die aufge- 
nommene Nahrung gelangt allmahlich ins Hinterende, doch ist der Weg, den 
sie genommen hat, noch einige Zeit sichtbar. Diese ,,Spuren“ sind darauf zu- 
riickzufiihren, daf die Nahrung zunichst vom Ektoplasma der vorderen 
Oberflaiche umgeben wird, das Einstrémen von Ektoplasma ins Innere aber 
nicht gleich aufhért, wenn der Nahrungskérper eingeschlossen ist. Das hangt 
vermutlich mit der Zahigkeit des Plasmas zusammen, das sich erst allmahlich 
im Innern in das geringer viskése Entoplasma umwandelt. Dieser Vorgang 
zeigt manche Ahnlichkeit mit dem Beginn des Aufknaulens von Algenfaden 
von einer Seite her. 

Leicht geschidigte Tiere kénnen anscheinend die ,,Ektoplasmaspuren™ 
nur sehr langsam oder iiberhaupt nicht mehr umwandeln; sie bleiben sehr 
deutlich im Plasma erhalten und erinnern an eine ,,Hagelschnur™. Die 
.,Hagelschnur“ wies bei manchen Tieren eine deutliche Streifung auf, die an 
die Drehfalten des Teilungsstiels (Definition S. 466) erinnert. Diese schrau- 
bige Streifung lift vermuten, daf das Ektoplasma bei der Invagination 
schraubig um den Nahrungskoérper herumgreift. 


2. Circumvallation 


Die Circumvallation stellt eine Art der Nahrungsaufnahme dar, bei der 
cas Beuietier ohne Beriihrung umflossen wird (Abb. 5); eine physikalische 
Erklarung, wie sie Rhumbler fiir die Invagination durch Herabminderung 
der Oberflachenspannung an der Beriihrungsstelle zwischen Amébe und 
Beute versucht hat, sté®t hier auf Schwierigkeiten. Héchstens kénnten 
chemische Reize von dem umflossenen Beutetier ausgehen, das dadurch die 
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Amobe zur Ausbildung von Pseudopodien veranlaft, die in einigem Abstand 
um die Beute herumgreifen. 


Die Circumvallation konnte hauptsachlich beim Fangen von Ciliaten, 
Flagellaten und Rhizopoden beobachtet werden, wahrend einzellige Pflan- 
zen immer durch Invagination aufgenommen wurden. Bei Ciliaten und 
Flagellaten kénnte man auch die durch die Cilien oder Geifeln hervor- 
gerufenen Strémungen im Medium fiir den Anreiz zur Ausbildung der Um- 
fassungspseudopodien halten. 


Die Circumvallation verlauft in drei Abschnitten: 1. Die Beuie 
wird von der Amébe durch Ausbildung von zwei zangenférmigen 
hyalinen Pseudopodien _umflossen 
(Abb. 5); 2. die Zangen verschmelzen 
miteinander und bilden so einen Ring 
um das Tier, der nur oben oder oben 
und unten offen ist; 3. das Schliefen der 
Offnung geschieht durch Bildung von 
radialen hyalinen Pseudopodien, die 
sich etwa in der Mitte des Ringes 
treffen und damit eine Flucht des 
Beutetiers unméglich machen (Abb. 6). 
Dieser Vorgang erinnert an das Zu- 
ziehen einer. Irisblende; er wurde auch 
einmal beim SchlieBen des Plasma 
iiber dem Algenfadenende beim Kniau- 
len beobachtet. Die so ‘neugebildete 
Nahrungsvakuole verkleinert sich im- 
mer mehr, das Beutetier wird defor- 
miert und durch Pressen sogar haufig 





Abb. 6. ,,Irisblende“ bei der Cir- in mehrere kleinere Nahrungsvakuolen 
cumvallation; Zuziehen der obe- zerlegt. (Wallich 1863 gibt eine 
ren Offnung (s. Text). Abbildung von A. villosa, auf der diese 


ein Stiick von Actinophrys ,,abbeift™. 
Hofer 1890, Entz 1925, Ivanic 1935, 1936 erwahnen ebenfalls das Ver- 
teilen des Beutetieres in mehrere Nahrungsvakuolen.) Es kommt auch vor, 
daf mehrere Beutetiere auf einmal umflossen werden und in eine Nahrungs- 
vakuole geraten, so z. B. in einem Fall ein Ciliat und drei Flagellaten. Die 
Bewegungen der Beute in der Vakuole halten an, bis durch das Verkleinern 
der Vakuolenwand Rotation um die eigene Achse unméglich gemacht wird. 
Das Aufhéren der Bewegung wurde im kiirzesten Fall nach 7 Minuten, im 
langsten nach 18 Minuten festgestellt. In vielen Fallen kann das Beutetier 
noch fliehen, ehe die zangenférmigen Pseudopodien verschmelzen oder 
wenigstens, ehe die ,,lrisblende™ sich zuzieht. Doch versucht die Amébe das 
Fangen oft von neuem und manchmal gelingt es ihr dann; bei einer Beob- 
achtung z. B. erst beim dritten Mal. Bemerkenswert ist, da kleinere Amében 
und andere Rhizopoden mindestens ebenso oft einer Umklammerung ent- 
flichen, wie die viel beweglicheren Ciliaten und Flagellaten (Abb. 19). 
Haufig kommt es auch vor, daf® das Beutetier auf der Amébe aufliegt. 
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behalten. a UmflieRung mit zangenférmigen hyalinen Pseudopodien, b 30 Sek. 

SchlieBen der Zangen, c 7’ ein Pseudopodium deformiert die Beute, d 9 Verkleinern 

der Nahrungsvakuole nimmt weiter an GréBe ab, g 29’, h 33’ i 38’ die Amoebe 

beiBt ein Stiick der Beute ab“. Rhizopode in i deutlich kleiner als in a. Umkehr 
in der Bewegungsrichtung. 
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Die zur Umfassung ausgebildeten beiden zangenférmigen Pseudopodien 
greifen trotzdem in einigem Abstand um das Tier herum, schliefen sich erst 
zum Ring und dann oben mit ,,[risblende“. Nach Rhumblers Erklarung 
der Invagination muf bei einmal erfolgter Beriihrung eines Kérpers mit dem 
Plasma der Amébe dieser notwendig durch direkte Beriihrung umflossen 
werden. Die eben beschriebene recht haufige Art der Circumvallation ist 
also ein Beweis gegen Rhumblers Erklarung der Nahrungsaufnahme nur 
durch drtliche Veranderung der Oberflachenspannung. 

Auf Abbildung 7 ist die Circumvallation eines ,,.Rhizopoden“ mit recht 
starren Filopodien dargestellt (Lebendaufnahmen). (Wahrscheinlich handelt 
es sich bei dem ,,Rhizopoden“ um ein Fortpflanzungsstadium der Oscii- 
latorie. Es sieht heliozoenathnlich aus und ist mit Chloroplasten oder 
griinen einzelligen Algenfadenstiicken erfiillt. Diese ,,Rhizopoden™ ent- 
stehen durch Abschniirung an den Algenfadenenden. Der Vorgang konnte 
mehrfach beobachtet werden.) Das Beutetier wird umflossen (Abb. 7a), die 
Zangen schliefen sich, verschmelzen aber nicht (Abb. 7b), sondern der eine 
Backen greift in die Nahrungsvakuole hinein und deformiert das Beutetier 
(Abb. 7, d). Dadurch findet kein Verschmelzen der Zangenpseudopodien 
zum Ring statt und das Beutetier sucht durch die Offnung zu entschliipfen 
(Abb. 7e—i) durch zeitweilige véllige Aufgabe seiner Kugelform (Abb. 7). 
Doch gelingt es der Amébe, einen Teil der Beute zuriickzubehalten (Abb. 7 g) 
und ,,abzubeifen* (Abb. 7i). Das auf Abbildung 7i entschliipfende Tier ist 
deutlich kleiner als es auf 7a war. Der erbeutete Anteil scheint hauptsich- 
lich aus den Nahrungsvakuolen des ,,Rhizopoden“ zu bestehen. Ivanic 
(1956) beschreibt, dai zwei Amében mit Hilfe des ,,.Cytostom” eine Vorticelle 
auseinanderreiffen kénnen. 


3. Knaulen 


Bei der Beschreibung des Kniuelvorgangs werden folgende Bezeichnun- 
gen angewendet: 

Kniauelpseudopodium: ein konisch geformtes Pseudopodium, das 
den Algenfaden umflie®t und hereinzieht (Abb. 5, 8, 10, 12, 17, 18). 

Initialfaser: die durch UmflieBen des Algenfadens (Invagination in 
seiner ganzen Linge) gebildete Ektoplasmastruktur, die wahrend des ganzen 
Knauelvorgangs erhalten bleibt (Abb. 8, 10, 12, 16, 17). 

Prefbacken: die zur zeitweiligen Festlegung (Fixierung) des Algen- 
fadens dienenden Pseudopodien (nur im optischen Schnitt sichtbar) (Abb. 11). 

Zugfaser: Plasmastruktur im Innern der Amébe, die die Aufrol- 
lung des bereits hereingezogenen Algenfadens bewirkt (Abb. 10a, 13). 

Das Aufkniaiulen von Algenfaiden durch Amében der Verrucosa- 
gruppe wurde schon friiher beobachtet und hat als eine von der gewéhn- 
lichen Nahrungsaufnahme abweichende Art Interesse erregt. (Die genaueste 
Arbeit iiber das Aufknaueln von Algenfaden ist die von Comandon und 
Fonbrune (1936). Es wird das Aufrollen durch Knicken des Fadens be- 
schrieben, aber ohne genauere Einzelheiten (nach Zeitrafferaufnahmen). Bei 
einer anderen Art geht die Algenaufnahme vor sich durch ,,ondulations, 
qui progressent vers l’extrémité du pseudopode™. Vielleicht ist damit die 
Initialfaser (s. Definition S. 466) gemeint. Auch das Herausschnellen von 
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Abb. 8. 35 Teilbilder aus einem Zeitrafferfilm iiber den Knauelvorgang. 1. links 

Durchlaufen eines Fadens, rechts Kniulen mit einem Kniuelpseudopodium, 2. lin- 

kes Knps. in Riickbildung, 3.—18. Knaulen mit einem Knps., haufig Initialfaser, 

manchmal Zugfasern sichtbar, 19.—32. Herausschnellen und Hereinholen einer 
Schlinge, 33 —35. Pressen. 
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Algenfaden und Wiederfesthalten durch die Amébe wird erwahnt, doch 
keiner der Vorgange erfahrt eine Deutung. (Weitere Arbeiten iiber das 
Knaulen w. u.) Rhumbler meinte, den Vorgang rein physikalisch durch 
Anderung der Oberflachenspannung erklairen zu kénnen, doch haben dau- 
ernde Beobachtung sowie Aufnahmen unter Zeitraffung gezeigt, daf Ober- 
flichenspannungskrafte allein die komplizierte Aufrollung im Innern nicht 
verstandlich machen kénnen. Der Modellversuch Rhumblers: Aufrollung 
eines Schellackfadens im Chloroformtropfen kann nicht mehr zum Vergleich 
herangezogen werden. (Gegen Erklarung durch Oberflaichenspannungs- 
krafte allein sprechen sich aus: Comandon und Fonbrune [1936] und 
Ivanic [1933].) 

Zunachst war es schwierig, ein Tier beim Knaulen zu finden. Die Amében 
gehen durch das Herausfangen aus dem KulturgefaB und die damit ver- 
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Abb. 9. UmflieBen eines Algenfadens, a, b, c links senkrechter Schnitt, rechts Auf- 
sicht, d, e Lage der Initialfaser. Erklarung s. Text (schematisch). 


bundene Erschiitterung in die warzige Form mit kurzen Pseudopodien iiber, 
in der ein Knaulen nicht stattfindet. Erst in Praparaten, die schon einige 
Zeit angefertigt sind, k6nnen Tiere beim Knaulen in charakteristischer Form 
beobachiet werden (Abb. 8, 10). Spater wurde — in giinstigen Fallen — der 
Beginn des Kniaulens bereits 3 Minuten nach Anfertigung des Praparates 
beobachtet. 

Das Aufkniaulen der Algenfaden kann als Vorwiartsbewe- 
gung der Amoébe entlang dem Algenfaden unter gleichzeitiger 
Aufrollung des Fadens im Innern bezeichnet werden. Die Amébe 
zeigt waihrend des Knaulens eine charakteristische Form, die 
sonst bei keiner Gelegenheit angenommen wird (Abb. 8, 10). Ohne 
Ausbildung der konisch geformten ..Knauelpseudopodien’, Defini- 
tion S. 466) gelingt das Aufrollen der Algenfaden nicht. (Comandon 
und Fonbrune [1936] und Ivanic [1933] betonen auch die Wichtigkeit 
eines Pseudopodium entlang dem Algenfaden fiir den Kniuelvorgang.) 
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Durch die Riickbildung eines solchen Pseudopodium wahrend des Kniulens 
wird die Nahrungsaufnahme unméglich gemacht. Die Amébe kann auch 
kein Stiick des Algenfadens .,abbeifen“, der Faden mu daher entweder 
ganz gekniault werden, oder er schnellt wieder heraus. Hierzu im 
Gegensatz erwihnt Doflein (1907) bei Amoeba vespertilio das ,,Heraus- 
verdauen” von Algenfaden, das bei A. sph. nie beobachtet werden konnte. 

Die Hauptnahrung der Amében bilden Cyanophyceen der Gattung 
Oscillatoria, von denen diinnere und dickere Arten gleichermafen geknault 
werden. (Die Arten konnten leider nicht niher bestimmt werden.) Es 
wurden Faden von 3—12 u Dicke gemessen; die am hiufigsten geknaulten 
Oscillatorien haben eine Dicke von 6—8 u. Doch werden Pilzmycelien und 
Oedogonium ebenso umflossen und selbst leblose Faden, etwa Fiiserchen des 
Reiigungstuches, werden gelegentlich aufgenommen. Dem Plasma dieser 





Abb. 10. Typische Knauelformen. Trotz véllig verschiedener duferer Form bei allen 
iibereinstimmend Initialfaser und Knauelpseudopodien. 


Amdben scheint also die Fahigkeit innezuwohnen, auf Reize, die von einem 
Faden ausgehen, mit seiner Aufrollung im Innern zu antworten. Der Reiz 
des Fadens ist zur Annahme der Knauelform, insbesondere der Ausbildung 
von Kniauelorganellen, unbedingt nétig, denn ohne Faden zeigt die Amébe 
nie Knauelpseudopodien, Initialfaser und Zugfasern (Defini- 
tionen S. 466). Die Erklarung der Aufrollung von Algenfaden nur durch 
Oberflaichenspannungskrafte (Rhumbler) wird nach Beobachtungen und 
daran ankniipfende Uberlegungen abgelehnt. 


a) Der Vorgang des Aufknaulens von Algenfaden bei subjektiver Beob- 
achtung und unter Zeitraffung (Laufbild und Teilbildanalyse) 


Eine Amoébe mit flieRender Bewegung nihert sich einem Algenfaden und 
umflieBt ein Stiicdk von ihm. Durch Invagination quer zur Fadenachse, ent- 
lang dem ganzen umflossenen Stiick des Fadens entsteht auf dem Tier eine 
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Furche, die sich zur Réhre einsenkt (Abb. 9a—e), vergleichbar etwa dem 
Vorgang der Bildung des Neuralrohrs. Die. Amébe streckt sich in der Lings- 
achse des Algenfadens und bildet zwei Knauelpseudopodien aus, die aber 
weder in einer Ebene noch auf einer Geraden liegen miissen (Abb. 10). 
Durch ZusammenschlieRen der den Algenfaden umflieRenden Ekto- 
plasmafortsatze (Abb. 9c—e) wird eine fadenférmige Ektoplasmastruktur 
gebildet. Sie bleibt wahrend des ganzen Knauelvorganges als starre Faser 
erhalten (= Initialfaser) und reicht vom einen zum anderen Kniuel- 
pseudopodium (Abb. 10; s. Definition S. 466). Die Vereinigung der Ekto- 
plasmafortsatze iiber dem Algenfaden erinnert in gewisser Weise an das 
Verschmelzen der Zangenpseudopodien zum 
Ring bei der Circumvallation; die bei- 
den Vorgiinge zeigen trotzdem keine villige 
Ubereinstimmung, da bei der Circumvalla- 
tion das vereinigte Ektoplasma homogen er- 
scheint, wahrend beim Knaulen eine festere 
Struktur, die Initialfaser, erhalten bleibt. 
Es kénnte das weniger starre Ektoplasma der 
zangenférmigen Fortsatze sich iiber ihr ver- 
einigt haben und sie so vom Aufenmedium 
abschlieBen (Abb. 9d); oder aber, was auf 
Grund der stufenweisen Verfestigung des 
Entoplasmas iiber das normalfliissige Ekto- 
plasma zum starren Ektoplasma der Initial- 
faser zu vermuten ist, die Initialfaser 
liegt unmittelbar an der Oberflache 











Abb, 11. Optischer Langs- und bleibt so immer Aufenflaiche 
elcsteh dnidle dln Chee Dalen (Abb. 9e). Die Initialfaser bewirkt nun 
Kniulen; PreBbacken Pb am durch wellenférmige Verkiirzung die erste 
Algenfaden (schematisiert). Biegung des Algenfadens, der somit in 


das Innere hineingezogen wird und seine 
starre Streckung aufgibt. Die Initialfaser liegt immer im Innern des 
ersten Bogens, den die Alge bildet. Das Hineinziehen des Algen- 
fadens in das Plasma wird dadurch méglich, daf am Vorderende der 
Knauelpseudopodien Pre&backen den Algenfaden zeitweilig an einer 
Stelle fixieren und dadurch ein Weitergleiten unméglich machen (Abb. 11). 
Es ist wohl anzunehmen, daft es sich bei den cytostomahnlichen Gebilden 
von Amoeba vespertilio, die lvanic (1933) bei der Aufnahme von Algen- 
faiden abbildet, ebenfalls um solche Prefbacken handelt. Da sie aus Ekto- 
plasma bestehen, werden sie bei fixierten Praparaten besser erhalten als das 
umgebende Entoplasma und sind daher gut sichtbar. Die ,,Nahrungsauf- 
nahmeeinstiilpungen™ (Ivanic), die dieser Autor in seinen Abb. 1, 2, 4 
und 5 zeigt, sind offenbar als letztes Festhalten des Algenfadens vor dem 
Herausschnellen zu deuten; besonders Abb. 2 spricht fiir diese Auffassung, 
denn wie sollte es sonst zur Ausbildung einer leeren Réhre, die durch die 
ganze Amdbe geht, kommen, bevor die Alge in das Innere tritt? 


Ivanic (1933) weist als erster auf die Wichtigkeit des ,,Riesenpseudo- 
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podium” hin, dessen Ausbildung er auch fiir einen Beweis halt, daf sich die 
Amiébe bei der Nahrungsaufnahme nicht verhalt wie ein Tropfen lebloser 
Fliissigkeit. 


Das Ektoplasma des Knauelpseudopodium umflieft den Algenfaden, wie 
wenn es zwischen den Gingen einer Schraube mit grofter Ganghiohe geleitet 
wiirde. Wenn das VorflieRen aufhért, wird der Algenfaden mit Pre&backen 
fixiert (Abb. 11) und durch ZuriickflieRen des Kniuelpseudopodiums und 
Verkiirzung der Initialfaser zur Schlinge gelegt (Laufbild und Teilbild- 
analyse). Nur dadurch, daf die Initialfaser nicht gerade, sondern 
schraubig auf dem Algenfaden vorgreift (Abb. 12), kann der 
Faden zur Schlinge im Raum gelegt werden. Der Vorgang kann 
mit einem Stiick Seil leicht 
nachgeahmt werden: nimmit 
man ein kurzes Seil so zwi- 
schen Daumen und Zeige- 
finger der rechten und lin- 
ken Hand, da die Stellung 
der Finger genau spiegel- 
bildlich ist und bewegt sie 
geradlinig aufeinander zu, 
so entsteht eine Schlinge in 
der Ebene; verschiebt man 
aber die Finger der einen 
Hand um 90° quer zur 
Langsachse und bewegt dann 
die Hande aufeinander zu, 
so entsteht eine Schlinge im 
Raum. Dieser Versuch ent- 
spricht dem Kniauelvorgang, 
nur daf der Druck der Hande bei der Amébe durch die Verkiirzung der 
initialfaser und durch das Zusammenziehen des ganzen Tieres ersetzt ist. 
(In der Arbeit von Comandon und Fonbrune [1936] ist der Knauelvor- 
gang verglichen mit ,,un marin, qui ,love’ un cordage“. Vor Kenntnis dieser 
Arbeit wurde das Kniaulen als ,.Aufschiefen eines Endes“ bezeichnet!) 








Abb. 12. Umgreifen der Initialfaser um den 

Algenfaden beim Vorfliefen des Knauelpseudo- 

podium. a, b, c gleiche Scharfeinstellung, etwa 
je zwei Min. Zwischenraum. 


Das Hereinziehen des Algenfadens in das Plasma Jat auch im Innern 
der Amébe um den Algenfaden eine starre Gelstruktur sichtbar werden. 
Der Algenfaden wird von ihr an einzelnen Stellen fixiert; hier bleibt aber, 
im Gegensatz zur Initialfaser, immer eine doppelte Zugfaser sichtbar 
(Abb. 13). Daf es sich bei den Zugfasern um eine dem Ektoplasma ahnliche 
oder vielleicht sogar gleiche Bildung handelt, kann durch Untersuchungen im 
polarisierten Licht bewiesen werden: das Ektoplasma ist doppel- 
brechend; bei Einschaltung des Analysators erscheinen bei Beobachtung 
einer normal flieenden Amédbe auferer Umrif® und etwa vorhandene 
Ektoplasmafalten als helle Linien. Bringt man eine kniulende Amdébe zwi- 
schen Polarisator und Analysator, so sieht man aufer dem Umriff auch die 
Initialfaser oder die Zugfasern als helle Linien: sie sind auch dop pel- 
brechend, also von einer dem Ektoplasma entsprechenden Gelstruktur. 
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Die Zugfasern sind nicht bandférmig, sondern bestehen aus zwei deutlich 
getrennten Fasern. 

Die Zugfasern, die an zwei Stellen des Algenfadens angreifen, werden 
kiirzer und ziehen damit den Faden zu einer kleinen Schlinge (Abb. 13). Je 
mehr Fixpunkte innerhalb der Amébe, desto mehr Schlingen 
werden gelegt. Dieses Fixieren des Algenfadens und Verkiirzen 
der Zugfasern, wird so lange fortgesetzt, bis beide Enden der Oscil- 
latoria hereingeholt sind, im Zeitrafferlaufbild ein sehr ein- 
drucksvoller Vorgang (Abb. 8). Durch die Teilbildanalyse wurde fest- 
gestellt, daB das Kniuelpseudopodium rhythmisch entlang dem 
Faden vorflie&t, eine Zeitlang feststeht und mit dem fixierten Algen- 
fadenstiick zuriickflieRt. Im ganzen gesehen ist jedoch ein Uberwiegen der 
Vorwiartsbewegung festzustellen. 





Abb. 13. Bildung von Schlingen im Entoplasma. Die Zugfasern (Zf) verkiirzen sich 
wellenférmig und ziehen so die Schlinge enger. 


Der Einwand, dafi die wellenférmige Verkiirzung der Initialfaser nur 
durch das Zuriickziehen des Knaiuelpseudopodiums hervorgerufen wiirde, ist 
nur durch einen Analogieschluf® zu widerlegen: die Zugfaser rollt durch 
wellenférmige Verkiirzung den Algenfaden in Schlingen auf. Hier kann die 
Verkiirzung sicher nicht durch Veranderungen der Form des knaiulenden 
Tieres hervorgerufen werden, weil Zugfasern bei langeren Algenfaden an 
mehreren Stellen gebildet werden und in verschiedenen Richtungen wirken 
kénnen. Bei der grofen Ahnlichkeit von Aussehen und Aufgabe beider 


Organelle ist es sehr wahrscheinlich, daf auch die Initialfaser sich aktiv 
verkiirzen kann. 


b) Pressen 


Das Tier geht aus der gestreckten Kniiuelform in die normale Bewegungs- 
form iiber, wenn der Algenfaden véllig vom Plasma der Amébe umschlos- 
sen ist. Infolge weiterer Verkiirzung der Initialfaser werden die beiden 
Fadenenden einander sehr genihert, so daf sich nun ein lockerer Algen- 
knauel im Entoplasma des Tieres befindet (Abb. 8, 23—35). Er gelangt bei 
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der Fortbewegung ins Hinterende und wird dort zusammengepreft, was 
schon Rhumbler beschrieben hat. Nach einzelnen Beobachtungen wire es 
auch méglich, dafi der letzte Rest der Initialfaser, am hinteren Ende noch 
mit der Aufenflache der Amébe in Beriihrung, am vorderen Ende davon 
losgelést und am Algenfaden ansetzend, den lockeren Kniauel ins Hinter- 
ende zieht. Abbildung 14 stiitzt diese Vermutung. Die Ektoplasmastruktur, 
die beim Aufrollen des Algenfadens ausgebildet wird, ist noch kurze Zeit 
zu sehen, wird aber dann in Entoplasma umgewandelt. Im Gegensatz zu 
Rhumbler konnte ein Zusammenpressen der Knauel, auch bei sehr langen 
Algenfiden, nur beobachtet werden, wenn der ganze Faden bereits fertig 
geknault im Tier lag. Oft geschieht es, da die Amébe wahrend des 
PreRvorganges bereits wieder mit dem 
Knaulen eines neuen Algenfadens be- 
ginnt. Die aufere Form ist dann sofort der 
Nahrungsaufnahme angepaft und der ge- 
preftte Knauel wird zu den anderen Nahrungs- 
vakuolen in das Entoplasma beférdert, nach- 
dem er beim Pressen, nur von einer diinnen 
Ektoplasmaschicht umgeben, aus dem Tier her- 
ausgeragt hat. Der .,Hals der Presse“ erweitert 
sich meist ruckartig (bei subjektiver Beobach- 
tung). Zeitraffung ergibt, daf die Algen- 
knauel in der Amébe langsam rotieren. 
(Rotation der Nahrungsvakuolen ist bei Cilia- 
ten bei subjektiver Beobachtung bekannt 
= Cyclose.) Der frisch gepref{te Knauel ist 
von den iibrigen zuerst durch eine breite Ento- 
plasmazone getrennt (bes. Abb. 8/21). 





Das Aufknaulen von Algenfaden stellt 
eine sehr bemerkenswerte Leistung des Plas- 
ma dar. Wie bekannt, sind die Oscillatorien 
zu langsamer Eigenbewegung_ befahigt; 
aufer dem Hin- und Herschwingen (oscillare) 
kénnen sie sich vor- und riickwarts bewegen. Nach Untersuchungen von 
G. Schmid (1923) und Ullrich (1926) kommt die Bewegung durch lon- 
gitudinale Kontraktionswellen zustande. Bei der Nahrungsaufnahme der 
Algen steht die Amébe in standigem Kampf mit dieser Eigen- 
bewegung. Nur in etwa der Halfte aller Falle wird eine Auf- 
rollung erzielt, in der anderen Halfte ,lauft die Alge aus eigener Kraft 
durch“, auch wenn sie schon in Schlingen gelegt war. Sehr eindrucks- 
voll zeigt dies eine Aufnahme unter Zeitraff ung, bei der das Ende der 
Alge wie eine ,,Schlange~ in der von der Amébe ausgebildeten Roéhre 
weiterlauft. Trotz des ,,.Durchlaufens” versucht die Amébe immer wieder. 
die Alge zu fixieren, was ihr auch zeitweilig gelingt. Wahrenddessen wird 
die Alge weiter zu engeren Schlingen zusammengelegt, die sie aber 
trotzdem durchlauft. Nach dem Herausschnellen aus der Amébe zeigt 
die Alge keine Biegung mehr und ist durch nichts von den nicht geknaulten 


Abb. 14. Kniaulen einer 
diinnen Oscillatoria. 


Protoplasma, Bd, XXXIX/4 34 
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Algen zu unterscheiden. Die Réhre in der Amobe schlieft sich erst allmiah- 
lich. Das Herausschnellen zeigt deutlich, daf die Verdauung noch nicht 
sofort eingesetzt haben kann, wie Rhumbler fiir seine Auffassung der 
Einrollung durch Oberflichenspannungskrafte annehmen muf, weil die 
Kriimmung eines elastischen Fadens zu einer kleineren Schlinge mehr Kriafte 
braucht als zu einer gréReren. Die Krafte, die zum Festhalten der Algen- 
faden in engen Schlingen nétig sind, wahrend die Algenfadenenden noch 
herausragen, sind viel gréfer, als daft sie allein von Oberflaichenspannungs- 
kraften iiberwunden werden kénnten. 

Ebenso zeigen Versuche mit Ather, dafi die Verdauung des Algen- 
fadens erstaunlich spat beginnt. Setzt man den Praparaten mit Tieren, die 
gerade beim Knaulen eines Algenfadens waren oder die das Kniaulen 
gerade beendet hatten, Ather zu, so schnellte der Faden heraus, auch wenn 
schon beide Algenenden vom Plasma umgeben waren. 

Eine Bildfolge der Zeitrafferaufnahmen zeigt eine Amoébe, die einen sehr 
langen Algenfaden knault. Bevor das letzte Ende vollig hereingeholt ist, 
schnellt eine Schlinge heraus, die aber wieder umflossen wird, ebenso eine 
zweite. Dieser Vorgang laRt auch erkennen, daft die Elastizitat des Algen- 
fadens noch recht lange unvermindert erhalten bleibt (Abb. 8). Die langste 
Zeit, nach der ein Herausschnellen nach Atherzusatz noch beobachtet werden 
konnte, waren 8 Minuten. So lange bleibt nach dem Knaulen die Elastizitat 
des Fadens noch erhalten; daher kann er noch nicht angedaut sein. Seine 
Erklarung findet das Herausschnellen der Algenfaiden nach Zugabe von 
Ather durch die Versuche von Frederikse (1932). Er. stellte fest, dak 
Narcotica als erste Wirkung eine Viskositatserniedrigung in den oberflach- 
lichen Schichten hervorrufen. Die Pre&backen werden durch den Ather- 
zusatz verfliissigt und nach Nachlassen der Fixierung an diesen wesent- 
lichen Stellen schnelli der Algenfaden heraus. 

Um die Zeitspanne von der Aufrollung bis zur Abgabe des verdauten 
Algenknauels festzustellen, wurden Tiere, die gerade eine Alge frisch ge- 
knault hatten, herausgefangen und im Einzelpraparat, dem keinerlei 
Nahrung, vor allem keine Algenfaiden zugesetzt war, beobachtet. Es ergab 
sich, daf ein Knauel meist nach 24, spitestens nach 48 Stunden braun 
gefarbt ist, daf er nach friihestens 24, spitestens 96, im Durchschnitt 
72 Stunden ausgestofen wird. 

Die beste Aussicht auf Erfolg hat das Knaulen, wenn die Amoébe den 
Algenfaden etwa in seiner Mitte umflie8t und zwei Knauelpseudopodien 
ausbildet. Es gelingt aber durchaus nicht nur, wie Rhumbler meint, wenn 
die Alge auf zwei Seiten aus der Amoébe herausragt, haufig werden Faden 
auch von einer Seite geknault. Es entstehen dann ebenfalls charakteristi- 
sche Kniuelformen, meist einem langgestreckten Dreieck gleichend, die 
zeigen, daft das konisch geformte Knauel pseudopodium die wesentliche 
Bildung, das Organell zur Aufnahme von Algenfiaden, darstellt 
(Abb. 8). Auch bei Tieren, die in der spiaten Telophase der Teilung schon 
mit dem Knaulen beginnen, ist es immer ausgebildet, noch wahrend die 
beiden Teilungs-Tiere durch eine Plamabriicke verbunden sind. Wird das 
Kniiuelpseudopodium zuriickgezogen, dann schnellt die Alge mit Sicherheit 
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heraus. Wenn der Algenfaden aber an zwei Stellen der Amdbe fixiert ist, 
gelingt das Aufrollen, auch wenn es sich um Knauelformen mit nur_¢inem 
Knauelpseudopodium handelt. 

Bei der Nahrungsaufnahme mit zwei Kniauelpseudopodien ist im all- 
gemeinen das Hereinholen des Algenfadens auf einer Seite friiher beendet; 
das herausstehende Algenfadenende wird unter Ubergehen in die Dreieck- 
form mit einem Kniauelpseudopodium vollends aufgerollt (Abb. 8). 

Lange Algenfiden werden nicht bewaltigt, wenn sie die gleiche Be- 
wegungsrichtung wie die Amébe haben und von einem Ende her angegangen 
werden. Andert die Alge aber die Richtung, so bildet die Amébe zwei 
Knauelpseudopodien aus und die Aufnahme der Fiiden gelingt recht haufig; 
dabei kann der Faden 
so weit durchlaufen, 
daft das hintere Algen- 
ende nicht mehr ins 
Medium ragt, sondern 
schon von Plasma um- 
schlossen wird. Die 
Amébe andert dann 
ihre Bewegungsrich- 
tung und die Alge 
wird mit nur einem 
Kniuelpseudopodium 
aufgenommen. | Wahr- 
scheinlich ist es bei der F j 
Aufnahme von langen 100 
Algenfaiden mit einem Abb. 15. Innere Aufknaulung eines kurzen Algen- 
Kniuelpseudopodium —fadens nach Aufnalime durch Invagination. Erklarung 
von Bedeutung, dak s. Text. 
die Alge vorher durch 
die ganze Amdbe gelaufen ist, da erst zwei Kniuelpseudopodien mit 
entsprechend zwei Fixierungsstellen gebildet werden, die dann von dem 
Tier mit nur noch einem Pseudopodium iibernommen werden kann. Ohne 
vorhergehendes ,,Durchlaufen“ des Fadens konnte namlich nie die Auf- 
rollung einer langen Alge von Anfang an mit nur einem Kniauelpseudo- 
podium beobachtet werden. Oscillatoria-Faden, die in Kulturwasser ge- 
kocht worden waren und infolgedessen keine Eigenbewegung mehr zeigen 
konnten, wurden von den Amoében ebenfalls geknault; ein Heraus- 
schnellen konnte nie beobachtet werden. Bei ihnen gelang auch das Knaulen 
von einem Algenende her. 








Kleinere Algenstiicke werden unabhangig von der Bewegungsrichtung 
auch vom Fadenende her aufgenommen (Abb. 15). Hier ist dann der be- 
sonders interessante Fall der ,inneren Aufknaulung~ zu beobachten, der 
nicht nur auf kurze Algenfaden beschrankt ist, sondern z. B. auch an 
Closterium vorkommt. 

c) Innere Aufknaulung 
Kurze Algenstiicke oder auch Closterium werden durch Umfliefen (In- 
34* 
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vagination) von der Amébe aufgenommen und gelangen ins Entoplasma 
(Abb. 13), bleiben aber waihrend des ganzen Vorganges von starrem Plasma 
umgeben. Die Initialfaser steht mit dem Ektoplasma der Oberflache in Ver- 
bindung und reicht bis zu der Stelle, an der der Nahrungskérper aufge- 
nommen wurde (Abb. 15a). Allmahlich wird die Ektoplasmaspur riickge- 
bildet (Abb. 15 a—c) und nach kurzer Zeit ist nur noch um das kleine Algen- 
fadenstiick eine Zone von festerem Plasma sichtbar (Abb. 15 ¢). Manchmal 
wird bei etwas langeren Fadenstiicken aufer der Initialfaser eine Zugfaser 
ausgebildet (Abb. 16a—g). Sie greift an zwei Stellen der Alge oder des 
Closteriums an und rollt durch wellenférmige Verkiirzung den kurzen 
Algenfaden genau so auf, als ob es ein Stiick aus einem langen Faden wiire 





Abb. 16. Innere Aufknaulung. Ein kurzer Algenfaden 

wird zur Schlinge gelegt. a unverinderter Faden im 

Plasma; b, c, d Faden durch Zugfaser verkiirzt; bei b 

und c Initialfaser mit eingezeichnet, e, f, g weitere Auf- 
rollung zur Schlinge. 


(Abb. 16c¢, d). Er wird dabei gleichzeitig in das Hinterende der Amébe 
bef6rdert und bildet dort eine Schlinge (Abb. 16g); Closterium wird meist 
halbkreisférmig gebogen. 

Die innere Aufknaulung beweist besonders deutlich, daf das Auf- 
knaulen von Algenfaden unmoéglich nur mit Oberflichen- 
spannungskraften erklirt werden kann. 


d) Knaulen an starren Faden 


A. sph. versucht auch die breiten Oedogonium-Fiaden im Innern aufzu- 
rollen; es gelingt ihr aber trotz grofer Anstrengungen nicht. Bei zwei Tieren, 
die Oedogonium teilweise umflossen hatten, zog die Initialfaser in ganz 
engen Windungen am Oedogonium-F aden, ohne daf auch nur eine kleine 
Biegung erreicht worden wire (Abb. 17). Trotzdem sieht man in Kulturen, 
die viel Oedogonium enthalten, haufig Tiere mit Nahrungsresten von diesen 
Algen: sie liegen aber nicht in Schlingen wie die Oscillatoria-Arten, 
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sondern mit scharfen Knicken im Plasma der Amében (Abb. 18) 
und sind stets kurz. Die Oedogonium-Wand (Zellulose) ist nach~Ver- 
dauung des Chlorophylls noch sichtbar. Die Knicke entstehen durch 
ZusammenflieRen der beiden Knauelpseudopodien, wie es Rhumbler 
(1898), Ivanic (1933), Comandon und Fonbrune (1936) auch bei 
Oscillatoria-Fiden beobachtet haben. Fiir Oscillatoria konnte aber bei 
A. sph. nur die oben angegebene Art des 
Knaulens becbachtet werden, nie ein Zusam- 
menknicken der Faden und Verschmelzen der 
Pseudopodien. Es kam zwar vor, daf die 
Kniuelpseudopodien nicht entgegengesetzt 
arbeiten, sondern recht nahe zusammen- 
riickten, ja, sich sogar iiberkreuzten; aber 
trotzdem wurde der Algenfaden ohne Ver- 
schmelzen der Pseudopodien zu Ende ge- 
knault. 





Da beim Kniaulen von Oscillatoria jedes 
Kreuzen der Zugfasern mit dem Algen- 
faden eine Fixierungsstelle bedeutet, 
darf man wohl annehmen, daf die Aus- 
bildung vieler Wellen der Initialfaser am 
Oedogionum-Faden (Abb. 17) als Vermeh- 
rung der Fixierungsstellen (PreBbacken) zu 
deuten ist. 
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e) Kniulen ohne Anhaften der Amoébe an die 
Unterlage 
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Da die Amében aus der fliefenden Be- 
wegung zur Aufnahme von Algenfaden 
iibergehen, haften sie beim Knaulen 
fast immer an der Unterlage an: je- 


7 


Abb. 17. Knauelversuch an 
Ocedogonium. a wellenférmige 
Verkiirzung der Initialfaser 


doch ist das keine unbedingt nétige (I), b vergebliche stirkere 
Veraussetzung. Es konnten Amében in Wellenbildung, der starre Fa- 
der Knauelform beobachtet werden, die frei den kann nicht zur Sdchlinge 
im Medium schwebten und _ trotzdem gelegt werden. (In a+b das 
groBe Algenfiden bewialtigen. Ein Tier, das gleiche Tier.) 


sich wihrend des Knauelvorgangs ohne Unter- 
brechung um seine Langsachse drehte und dabei doch Schlinge um Schlinge 
_hereinzog, zeigte eindrucksvoll, da} das Gelingen des Knaulens unabhiangig 
vom Anhaften an der Unterlage ist. Wahrscheinlich war die Eigenbewegung 
der Oscillatoria die Ursache der Drehung. Eine wihrend des Kniiulens ab- 
sterbende Amébe hatte schon einige Schlingen des Algenfadens herein- 
geholt; sie wurde nach dem Absterben passiv infolge von Eigenbewegungen 
des Fadens hin- und hergeschleudert (Zeitraffer-Laufbild-Eindruck). 

Der Algenfaden scheint der Amébe beim Kniulen ohne Anhaften 
die Unterlage ersetzen zu kénnen, obwohl er durch das Tier hindurch geht. 
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Nach Beendigung der Aufrollung haftet die Amébe wieder an der Unterlage 
an, der frische Knauel wird im Hinterende gepreBt. 


f) Knaulen in verschiedenen Ebenen und Richtungen 


Kine erstaunliche Leistung stellt das Kniiulen in verschiedenen Ebenen 
und Richtungen dar; zwei Algenfiden, die nicht parallel zueinander und 
in verschiedener Hohe liegen, werden 6fter zu gleicher Zeit gekniult; 
einmal wurden sogar drei Oscillatorien gleichzeitig aufgenommen. Der 
komplizierte Knaiuelapparat kann also 
zur gleichen Zeit dreimal in einer 
Zelle ausgebildet werden, obwohl die 
Zugfasern fiir die Algenfaden nicht in 
einer Richtung wirken und obwohl die 
angesetzten Krafte in groRer Nihe sich 


iiberkreuzen (Abb. 18). 
g) Wirkung des Lichtes 


Ganz ohne Einflu® war bei den Beob- 
achtungen offenbar die Wirkung des 
kiinstlichen Lichtes; die Zahl der mif- 
lungenen Kniauelversuche wurde durch 
seine Anwendung nicht merklich ver- 
groRert. Der Verlauf des Knaulens 
blieb immer der gleiche, ob bei Tages- 
licht, mit gewohnlicher elektrischer Be- 
leuchtung oder mit Monlalampe (Leitz) 
Abb, 18. Eine Amoebe hat gleich- | beobachtet wurde. Auch eine 100 W- 
zeitig zwei Algenfiiden umflossen, Birne bei polarisationsmikroskopischen 

die aber beide ,,durchlaufen™. Untersuchungen und die Punktlichtlampe 

(Reichert) bei Zeitrafferaufnahmen idn- 
derten das Bild des Knauelvorganges nicht. Trotzdem wurden aus Vorsicht 
bei allen Untersuchungen Licht- und Warmeschuizfilter, ferner ein Griin- 


filter (VG,, Schott) vorgeschaltet. 





h) Weitere Beobachtungen iiber das Kniaulen 


Ofter kommt es vor, daB zwei Tiere an dem gleichen Faden mit dem 
Knaulen anfangen. Sie bewegen sich so lange knaulend aufeinander zu, bis 
sie sich beriihren; dann zieht das ,,stairkere“ Tier den Faden durch die 
andere Amdbe hindurd, bis sie ihn vollstandig in sich aufgerollt hat. 
Im .,schwacheren™ Tier, d. h. in dem Individuum, das die Alge nicht so fest 
im Innern fixieren konnte, ist die die Oscillatoria umgebende Ektoplasma- 
rvhre in gleicher Weise noch einige Zeit sichtbar wie bei einer Amobe, der 
das Fixieren des Algenfadens wegen seiner Eigenbewegung nicht gelungen 
ist. Ein Tier kann auch eine schon teilweise umflossene Oscillatoria am 
freien Algenfadenende mit einem neuen Kniauelpseudopodium aus sich 
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selbst herausziehen und mit einem zweiten Knauelmechanismus zu Ende 
aufrollen. 

Die Form der Kniauel ist nicht véllig regelmafig, doch zeigen die 
Schlingen meist etwa gleiche Gréfe, d. h. also, da® der Algenfaden in etwa 
gleichen Abstiinden fixiert und hereingezogen wird. Es kann das eine Ende 
des Fadens links-, das andere rechtsgewunden sein, was aber beim gepref- 
ten Knauel ohne vorherige Beobachtung des Vorganges nicht mehr zu unter- 
scheiden ist. 


Die Zahl der Kniuel, die in einer Amébe zu finden sind, ist recht wech- 
selnd. Je nach Menge der Algen oder Lange des Aufenthaltes in algen- 
reichen Medium konnten 1—15 Kniauel in einem Tier gezahlt werden. Bei 
Tieren, die sich schon mehrere Tage im gleichen algenreichen Praparat be- 
fanden, wurden im Durchschnitt etwa 10 griine Knauel festgestellt, nie 
weniger als 6. Die gréfte Zahl der ohne Unterbrechung nacheinander ge- 
knaulten langen Algenfiden war 3. Leider konnte (wegen technischer 
Schwierigkeiten) nicht festgestellt werden, ob die pH-Anderungen wahrend 
der Verdauung der Algenkniauel an dem Farbumschlag von griin nach braun 
abgelesen werden kénnen. Wenn, wie beobachtet, die Dauer fiir den Farb- 
umschlag héchstens 48, meistens aber nur 24 Stunden betragt, so ist daraus 
zu schlieBen, daf die Tiere dauernd knaulen miissen. Das bestiatigte sich 
auch bei langandauernden regelmafigen Beobachtungen wahrend aller Stun- 
den des Tages und der Nacht. Im Gegensatz zu Mattes (1924), der 
Nahrungsaufnahme selten beobachten konnte und deshalb schlieft, daf sie 
in der Nacht stattfinden muf, konnte ich feststellen: es gibt keine Tages- 
zeit, in der kein Knaulen stattfindet. Schon bei fiinf Praparaten mii 
zusammen etwa 50 Tieren sind bei einer Beobachtung zu jeder beliebigen 
Tagesstunde bestimmt einige Tiere beim Knaulen zu finden. 

Noch zu erklaren bleibt nun die Ausbildung von temporaren Gelstruk- 
turen im Innern der Amébe, die nur bei Nahrung in Fadenform entstehen, 
fiir bestimmte, je nach Lange des Algenfadens verschiedene Zeit erhalten 
bleiben und dann wieder zuriickgebildet werden; sie sind im Aussehen nicht 
von Ektoplasma zu unterscheiden. Halt man daran fest, da die Ausbildung 
von starrem Plasma nur eine Antwort des Entoplasmas auf die Reize des 
Aufenmedium darstellt, dann gibt es drei Méglichkeiten, das Auftreten 
dieser Gelstruktur im Innern der Amébe zu erklaren: 1. Die Initialfaser 
ist ohnehin ektoplasmatischer Herkunft. Durch das Zuriickziehen des 
Kniuelpseudopodiums und die wellenférmige Verkiirzung der Initialfaser 
wird der Algenfaden in das Entoplasma gepreft. Es kénnte mit der 
Oscillatoria soviel Wasser in das Innere der Amoébe gelangt sein, daf es als 
Reiz zur Ausbildung von starrem Plasma geniigt. 2. Es kénnte vom Kniuel- 
pseudopodium her am Algenfaden entlang Ektoplasma in das Innere mit 
einwandern. Eine dritte Méglichkeit ware das Zusammenwirken beider 
Faktoren. 


i) Versuche: Kniulen in verschiedenen Salzlésungen 


Aus den vorliegenden Beobachtungen geht hervor, da& das Knaulen von 
Algenfaden durch Ausbildung besonderer starrer Gelstrukturen gelingt. 
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Den folgenden Versuchen liegt die Frage zugrunde, ob durch geeignete 
chemische Einwirkungen das Ektoplasma der Amében zu verfliissigen ist 
und dadurch der Verlauf des Knaulens geaindert werden kann. Den Vor- 
gang durch Verfliissigung des Ektoplasmas andern heiftt aber, ein Miflingen 
des Kniulens experimentell herbeifiihren. 

Das Protoplasma ist ein Gemenge von Eiweifkérpern und anderer hoch- 
molekularer Substanzen, die als kolloidales System im Sol- und im Gel- 
zustand auftreten kénnen. Zunahme der Verfliissigung entsteht meist durch 
Wasseraufnahme und kann ein Gel in den Solzustand iiberfiihren. Zaher- 
werden des Plasmas erfolgt bei Ubergang in den Gelzustand und beruht auf 
Wasserabgabe. 

Die Haftpunkttheorie (Frey-Wissling 1938) erklirt den Ubergang 
vom Gel- zum Solzustand, von der Elastizitat zur Fluiditat, durch 
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Abb. 19. Kannibalismus. a UmflieBen des Beutetiers; 
b die zangenférmigen Pseudopodien sind fast ge- 
schlossen; c Entschliipfen des Beutetiers. 


Aufnahme von Wasser in das Molekulargeriist; hierbei lésen sich ,,Haft- 
punkte™ zwischen den Molekiilen und die Polypeptidketien strecken sich. 
Nach dieser neueren Auffassung des Protoplasmafeinbaues, auf die hier 
nicht naher eingegangen werden kann, wire die rhythmische Streckung und 
Verkiirzung der Initialfaser durch Veranderung des Wassergehalts bei wech- 
selnder Zahl der Haftpunkte im Molekulargeriist zu erkliren. 

Zu den Versuchen wurden die Salze KSCN, K J, KNO,, KCI, LiCl, NaCl. 
CACI, verwendet, die Giersberg in seiner Arbeit iiber den Plasmabau 
cer Amében (1922) als quellungsférdernd (= Anregung zur Wasserauf- 
nahme) angibt. Die Tiere wurden in Kulturen von 1/500 M und 1/250 M mit 
Algen geziichtet. Nach vielen subjektiven Beobachtungen ist folgendes fest- 
zustellen: Die Salzlésungen, mit Konzentrationen von 1/500M, die auf 
die Teilung schon einen deutlichen Einflu® ausiiben, lassen eine Aus- 
wirkung im Sinne des hiufigeren Miflingens einer Aufrollung 
nicht erkennen. Dagegen werden die Tiere in 1/250 M-Lisungen trotz 
haufiger Kniuelversuche fast ausnahmslos mit wenigen oder ohne Algen- 
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knauel angetroffen. Es scheint also die Ausbildung der Initialfaser und 
der Zugfasern durch die Salze verhindert oder doch erschwert zu werden. 
Keines der angewandten Salze bewirkte eine ,,Sonderanderung~ des Kniuel- 
vorgangs. 


C. Kannibalismus 


Eine Eigentiimlichkeit der Pellicula-Amoében ist die Neigung zum Kanni- 
halismus. (Folgende Beobachtungen liegen iiber den Kannibalismus vor: 
Doflein (1907) bei A. vespertilio, Lapage (1922) bei A. vespertilio (ist 
sie vielleicht deshalb und wegen des Kniulens als Pellicula-Amébe anzu- 
sprechen?), Ivanic (1927) bei A. vespertilio, A. verrucosa und A. Gjorg- 
levici; er halt den Kanni- 
balismus fiir eine Kulti- 
vierungskrankheit. Die 
Ursachen liegen in Sté- 
rung und_ Sistierung 
des Teilungsprozesses. 


jy 
Gleichzeitig treten Rie- ” 
sentiere auf; Mattes 
(1928) bei A. terricola 
und A. sph.; es soll sich 
hier um __,,zufalligen 
Kannibalismus” —_ han- ¢ Z 
deln. 


Die kleinere Amébe Abb, 2G. Defiakation. a Ektoplasmafaden; b Umbil- 
der eigenen Art wird dung zur Réhre; c und d Erweiterung der Réhre, dar- 
meist durch Invagina- auf AusstoBen des verdauten Knauels (s. Pfeil). 


tion aufgenommen, doch 

gelingt dies durchaus nicht immer. Wie schon die Mikrophotographien 
der Circumvallation eines Rhizopoden zeigen (Abb.7), entschliipft auch 
hier die gefangene Amdbe oft durch die noch nicht verschmolze- 
nen umflieBenden Pseudopodien (Abb. 19). Der Vorgang kann -sich oft 
wiederholen, endet aber fast immer mit der Umschliefung der kleinen 
Amdbe. Ihre kontraktile Vakuole pulsiert noch kurze Zeit und der Kern 
ist im langsten Fall zwei Tage sichtbar; dann wird das Beutetier braunlich 
und ist ohne vorherige Beobachtung des Frefvorganges nicht mehr als 
Amdébe zu erkennen. Bei der Teilung eines Kannibalen konnie leider die 
Beobachtung der Teilungs-Tiere nicht fortgesetzt werden. Andere Kannibalen 
hatten schon verschiedene Algenfaden aufgenommen, als sie kleinere Am6- 
ben umflossen; Nahrungsmangel kann also nicht die Ursache des Kannibalis- 
mus gewesen sein. Die Verdauung war nach drei Tagen beendet. 


D. Defakation 


Im Gegensatz zu den Mitteilungen von Rhumbler und Grosse- 
Allermann (1909) konnte die Defikation bei A. sph. sehr viel seltener 
jpeobachtet werden als die Nahrungsaufnahme. Die Abgabe eines verdauten 
Oedogonium-Fadens ging sehr langsam vor sich. Vom ersten Herausragen 
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des Fadens bis zur endgiiltigen Ausstofung vergingen 40 Minuten, aller- 
dings handelte es sich um ein Tier mit warziger Form. Bei der Defakation 
von braunen Algenkniueln wurde erst eine Ektoplasmaspur im Innern 
sichtbar wie nach der Invagination eines Beuteobjektes (Abb. 20a). Die 
»o pur’ erweiterte sich zur Réhre (Abb. 206, c) und der Kniuel 
wurde plétzlich nach aufen ausgestoffen (Abb. 20d). Eine Zeitrafferauf- 
nahme zeigt die Abgabe eines verdauten Algenknauels wahrend der Auf- 
rollung einer neuen Oscillatoria; Aufnahme und Abgabe sind also zur 
gleichen Zeit in verschiedenen Zonen méglich. (Schluf folgt.) 











Ein Fall spontaner Plasmasystrophe 
Von 
H. Germ 


(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien) 


Mit 4 Textabbildungen. 
(Eingelangt am 13. November 1948) 


Einleitung 


Unter dem Ausdrucke Systrophe versiand man seit Schimper 
(1885) die Ballung von Chromatophoren zu Hiaufchen und Klumpen meisi 
um den Kern, wie sie unter verschiedenen auferen Einfliissen auftritt. Als 
K iister (1910) erstmalig an Alliumzellen die Beobachtung madhte, daf 
unter dem Einfluf& der Plasmolyse sich auch das Plasma zu Klumpen ballen 
kann, bezeichnete er diese Erscheinung als ,,Systrophe des Protoplasmas™ 
zum Unterschiede von der bisher bekannten ,,Systrophe des Chromato- 
phorenapparates’. 

In der Folgezeit war die Plasmasystrophe nach Plasmolyse éfter Gegenstand 
eingehender Studien (Kiister 1924, 1929, 1935a und a.O., Germ 1931, 1932, 
1933 a, b, Greb 1936). In plasmolysierten Protoplasten sammelt sich die Hauptmasse 
des Protoplasmas durch aktive Strémung um den Kern. Eine kurze, nur wenige 
Minuten andauernde Plasmolyse geniigt schon, um bei besonders empfindlichen 
Objekten wie bei Paris quadrifolia (Germ 1931) die Plasmasystrophe einzuleiten. 
In hypotonischen Lésungen tritt keine Reaktion dieser Art ein. 

Art und Konzentration des Plasmolytikums sind nicht ohne Einflu& auf das 
Eintreten und den Ablauf der Plasmasystrophe. Sie ist reversibel nach Deplasmo- 
lyse, aber auch bei andauernder Plasmolyse kann eine Auflésung durch aktive 
Bewegung des Plasmas erfolgen. 

Spiiter hat Lanz (1941) weitere bemerkenswerte Beitrige zur Plasmasystrophe 
nach Plasmolyse geliefert. Insbesondere ihre Mitteilungen iiber das Verhalten der 
Systrophe in vital gefirbten Zellen und die nachtraglichhen Veradnderungen im 
systrophierten Plasma brachten grundsatzlich neue Ergebnisse. 

Jedem Zellphysiologen, der sich der Plasmolyse als Methode bedient, 
sind die mannigfachen Bilder der Plasmasystrophe in den verschiedensten 
Geweben, vor allem bei Bliitenpflanzen, wohlbekannte Erscheinungen. 

Es erscheint daher um so auffalliger, daf{ Plasmasystrophe ohne gewallt- 
samen Eingriff in intakten, nicht plasmolysierten Zellen sehr selten beob- 
achtet werden kann. Eine interessante Beobachtung konnte K iister (1929) 
an Helodeablattern machen, die unter dem Einflu& des Héhenklimas und 
Hohenlichtes von Davos standen. Nach mehrstiindiger Insolation sammelte 
sich in den Zellen das Plasma samt Zellkern und Chloroplasten zu Linsen 
und Bandern in folgender ganz bestimmter Art an. Entstanden Plasma- 
linsen, so legte sich in der Nachbarzelle jenseits der trennenden Zellwand 
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die ebenfalls entstandene Plasmalinse am gleichen Punkte an, so daf ,,die 
systrophischen Ballungen von je zwei benachbarten Zellen die Gestalt einer 
Kugel oder einer bikonvexen Linse“ (pag. 77) annahmen. Entstanden 
Plasmazonen oder Plasmabander, so traten diese Ballungen der einzelnen 
Zellen iiber weite Strecken derart in Korrelation, daf dadurch eine inten- 
sive Banderung der Blatter bewirkt wurde. 

Die iibrigen wenigen Fille nicht durch Plasmolyse induzierter Plasma- 
ballungen beschrianken sich zum gréften Teile auf die normale Zytogenese 
und auf niedere Pflanzen (Zysten bei Diplodinium lunula, Gameten und 
Progameten von Phycomyces, Ballung der Zoosporen bei Protomyces 
u.a.m.; vgl. hiezu Literaturangaben bei K iister 1935b, weiter bei Bal- 
bach 1937 und Blaess 1941). 

Aus dieser Reihe spontaner Plasmaballungen fallen bereits die iibrigen beschrie- 
benen Falle heraus, wie z. B. von Nestler (1898) beobachteten Plasma — und 
Kernwanderungen, die nach Wundreiz auftreten, oder die von Greb (1936) in Viola- 
Haaren beobachtete Plasmalinsenbildung nach Veratzen und ahnlichen gewaltsamen 
Eingriffen in das Leben der Zelle. SchlieBlich gehért auch die von Moder (1932) 
unter dem Einflu& von Kaliumtellurit beobachtete ,,Tellursystrophe* hieher. Damit 
erschépfen sich aber unsere Kenntnisse von Systrophen des Protoplasmas. 

Insbesondere ist also bei Bliitenpflanzen eine Plasmasystrophe ohne 
Plasmolyse und ohne andere Eingriffe eine kaum bekannte Ausnahme. 
Die folgende Beschreibung einer derartigen .S pontansystrophe™ 
erscheint mir aus diesem Grunde berechtigt. 


Die spontane Plasmasystrophe bei Buddleia japonica Hemsley 


Wenn man die Korolle von Buddleia japonica untersucht, so zeigt die 
Epidermis der Innenseite in den lila gefarbten Lappen polygonale Zellen, 
die ziemlich unvermittelt, da, wo sich die Korolle in die langgestreckte 
Rohre verengt, von langlich gestreckten, gelb, seltener orange tingierten 
Zellen abgelist werden; am Grunde der Korolle sind die Oberhautzellen 
farblos, behalten aber die langliche Form. Die Oberhautzellen der Korollen- 
aufenseite zeigen in der Zellform ein ahnliches Bild, sind aber ungefirbt. 

Diese letzteren Zellen der Korollenaufenseite zeigen nichts Auffalliges 
in ihrer Plasmakonfiguration, desgleichen auch nicht die polygonalen Ober- 
hautzellen der Innenseite. 

Hingegen erinnert die Verieilung des Plasmas in den langlichen gelb- 
gefarbten Oberhautzellen der Innenseite der Korollréhre' an jene 


* Bemerkungen zum Objekt. Die hier behandelten Oberhautzellen ge- 
héren keineswegs zu jenen Zellarten, die den Zellphysiologen durch ihre Gré8e, 
durch leichte Beobachtung usw. ,ansprechen™. Die Zellen sind klein, schwer benetz- 
bar, ihre AuBenmembran ist dick und deren feine Kutikularisierung erschwert die 
Beobachtung. Bei der Herstellung mikroskopischer Praparate verfahrt man am 
besten so, dal} man nicht Rasiermessersdinitte herstellt, sondern vom Trichterrande 
beginnend, mit der Pinzette schmale Streifen von der Korolle abzieht. Die folgenden 
Beobachtungen wurden in den Monaten Juli—September des abnorm trockenen und 
warmen Jahres 1946 angestellt. Die Versuchspflanzen standen in Villengirten in 
Mauer bei Wien. Im September 1947 wurden die Beobachtungen neuerlich bestiitigt. 
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Bilder, die wir als Plasmasystrophe nach Plasmolyse kennen. In diesen 
Zellen findet sich meist in der Mitte eine groRe Menge Plasma 
auf engbegrenztem Raume um den Zellkern gehauft. Sind 
die Zellen stark in die Lange gestreckt, dann bildet die Plasmaansammlung 
einen dicken  Plasma- 
knoten, der von ciner 
Wand zur anderen reicht 
und die Vakuole in zwei 
getrennte Halften  teilt. 
Schon bei schwacher Ver- 
groRerung im mikrosko- 
pischen __Ubersichtsbild 
sind die hellen Plasma- 
systrophen in den sonst 
gelb gefarbten Zellen sehr 
auffallig. Vergleicht man 
verschiedene Praparate, 
so finden sich die mannig- 
fachsten Bilder. Eine Aus- 
wahl zeigt die Abbil- 
dung 1. Oft liegen die 
Ballungen an einer Stelle 
der Membran in Form 
von flachen bis halbkuge- 
ligen Linsen, von denen 
aus wenige  Plasma- 
strange quer durch die 
Vakuole zur gegeniiber- 
liegenden Wand ausstrah- 
len, oder breitere Plasma- 
bahnen fiihren von der 
Ballung in den Wand- 
belag. Sehr hiaufig teilt, 
wie schon erwahnt, die 





Abb. 1. Verschiedene Typen der spontanen 
3 Plasmasystrophe in Oberhautzellen der Korolle 
Plasmaballung die Va-  \o, Buddleia japonica Hemsley. Zelle a_ breite 
kuole in zwei Teile, wo-  pjasmabriicke, Zelle b und c Systrophe mit deut- 
bei dieser Plasmagiirtel — |icher Plasmaquellung und Spannungszunahme der 
mehr oder minder breit Vakuolenhaut, Zelle d Zonensystrophe”, Zelle e 
sein kann. Besteht nur und f mehrere Plasmaballungen in den Zellen, 
eine schmale Plasma- Zelle g lockere Systrophe mit Plasmafiiden. 
briicke, dann sind die 

Grenzflaichen gegen die beiden Teilvakuolen flach; wird die Plasmaballung 
breit — und sie kann so breit sein, daff die im Plasma sichtbar werdende 
Brownsche Molekularbewegung auf einen fliissigeren (gequollenen) Zustand 
des Plasmas hinweist —, dann wiélben sich die Vakuolenwande in scharf 
begrenzten halbkugeligen Menisken gegen die Plasmamasse. Neben diesen 
.perfekten Systrophen”, wo also die Hauptmasse des Plasmas zu scharf 
umgrenzien Ballungen auf engem Raume vereinigt ist, kommen auch lose 
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Sammlungen iiber gréRere Zellbreiten vor, die dann wenig weit in den 
Vakuolenraum hineinragen und ahnliche Bilder wie die von K iister (1929) 
an Helodeazellen beschriebenen ,.Zonensystrophen“ ergeben. Verschieden 
hohe Einstellung mit der Mikrometerschraube zeigt in diesen Fallen, daf 
die Ansammlung des Plasmas bis an alle vier Zellenwiande reicht, so daft 
wir uns diese Form der Systrophe raiumlich als einen breiten, in der Mitte 
etwas dicken und gegen den Rand zart auslaufenden Giirtel vorstellen 
miussen. 

Neben diesen zusammenhiangenden Ballungen kénnen auch mehrere 
Plasmahaufungen in einer Zelle auftreten. So kann man manchmal neben 
der ,,Hauptsystrophe“ noch kleinere Plasmahaéufungen an anderen Stellen 
der Zelle beobachten. 

In den Plasmaballungen befindet sich immer der Kern. Infolge der grob 
gekérnten Struktur des Plasmas ist er selten am Frischpraparat zu er- 
kennen, immer jedoch nach Fixierung und Farbung nachzuweisen. Plasma- 
strémung ist nur in den Fallen zonenartiger Systrophen und an jenen Bal- 
lungen von denen noch Plasmastriinge oder Plasmabahnen ausstrahlen, zu 
erkennen. 


Spontansystrophe und Plasmaquellung 


Auffallig ist die oft zweifelsohne vorhandene Quellung des Plasmas. 
Das kann man im gegebenen Falle aus dem iibergrofen Plasmaballen und 
aus der Brownschen Molekularbewegung schliefen. Weiters ist, wie er- 
wahnt, in derartigen Zellen zu beobachten, daft sich die Vakuolenwande 
gegen die Plasmamasse halbkugelig vorwélben. Die gleiche Erscheinung 
tritt bei ,.Kappenplasmolyse™ ein, die von Héfler (1928—1940) 
und seinen Schiilern (Houska 1939, Kaiserlehner 1939) eingehend 
studiert wurde. Héfler nimmt an, daft bei Kappenplasmolyse neben der 
Plasmaquellung eine Spannungszunahme der Vakuolenwand ein- 
tritt. Ich glaube, daf insbesondere letztere neben der geringen Plasma- 
quellung ursachlich jene eigenartigen Bilder der Systrophe (vgl. Abb. 1b. 
c, e), wie ich sie hier bei Buddleia beobachten konnte, bewirkt. Die scharf 
hervortretende Vakuolenwand deutet ebenfalls darauf hin. 

Plasmaquellung auf Kosten der Vakuole kennen wir weiters in allen 
Fallen, die als Vakuolenkontraktion beschrieben wurden (Fit- 
ting 1920, Kiister 1927, 1938 und a.O., Weber 1930a, b, u.a.O., Hen- 
ner 1934, Strugger 1936, 1940 u. a.). Auch hier kommt es durch die 
Mechanik des Vorgangs zu Plasmaansammlungen. In polygonalen Zellen 
kann das Plasma durch die konvex sich rundenden Tonoplaste in die Zell- 
ecken und in langgestreckten Zellen in die beiden Zellenden ,,gedringt” 
werden. Wenn auch, wie Héfler (1959) und Strugger (1940) gezeigt 
haben, die Plasmaquellung bei der von ihnen studierten Kappenplasmolyse 
ein durchaus vitaler Vorgang sein kann, so wird dennoch die Verieilung 
des Plasmas in der Zelle in diesen Fallen durch andere Krifte als durch 
seine aktive Strémung bestimmt. 

Bei der uns hier vorliegenden Spontansystrophe miissen wir jedoch an- 
nehmen, da die Ballungen des Plasmas spontan sind und aktiver Stré- 
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mung ihren Ursprung verdanken. Die Systrophe ist ja durchaus nicht 
immer von Plasmaquellung begleitet und aufferdem ist gerade die Stelle, 
an der sich fast immer das systrophierte Plasma befindet — in der Mitte 
der Zelle, wo sie meist am breitesten ist —, am wenigsten mit einer pas- 
siven Abdrangung des Plasmas nach Aufquellung in Einklang zu bringen. 
Es ist eher erstaunlich, daft der Plasmaballen trotz Aufquellung an der 
einmal eingenommenen Stelle sich weiter erhalt; davon mag aber das meist 
zaihe ,,Festhalten“ des systrophierten Plasmas an der Zellmembran, wie 
Plasmolyseversuche gezeigt haben, nicht unbeteiligt sein. Auferdem finden 
sich in jiingeren Korollen fast immer nur Systrophen mit geringfiigiger 
Plasmaquellung, wahrend mit zunehmendem Alter die Fille mit starker 
Plasmaquellung sich mehren. Ich glaube daher annehmen zu kénnen, daf 
die beschriebene Spontansystrophe tatsichlich eine echte, durch aktive 
Plasmastrémung zustandegekommene Plasmaverlagerung darstellt, die se- 
kundar durch Entmischung von Plasma und Zellsaft noch weiter verandert 
werden kann. 


Zeitliche Verinderungen der Spontansystrophe, Vakuolenfurchung 


Obige Uberzeugung gewann ich vor allem auch bei der weiteren Unter- 
suchung verschieden alter Bliiten. In den Oberhautzellen von 
Knospen sind die spiter so typischen Ballungen noch nicht zu sehen. 
Wir finden die allbekannten Bilder junger embryonaler Zellen. Der Kern 
liegt in der Zellmitte, Plasma strahlt reichlich nach allen Seiten aus, und 
der Zellsaftraum ist durch Plasmastrange und Plasmasepten weitgehend 
unterteilt. 

Erst in Knospen, die schon wenige Tage vor dem Aufbliihen stehen, und 
in spateren Stadien sind Zellen mit Spontansystrophe zu finden; deutlich 
wahrnehmbare Quellung der Plasmaballungen ist aber meist erst in etwas 
alteren Bliiten zu erkennen. 

In abbliihenden und schon abgebliihten Korollen werden die Bilder der 
Plasmakonfigurationen besonders mannigfaltig. Ein kleinerer Teil der 
Zellen hat sich von Gelb nach Orangerot verfarbt. Irgendwelche Plasma- 
konfigurationen sind in diesen undurchsichtig gewordenen Zellen nicht zu 
erkennen. Die Verfarbung nimmt von einem Zentrum, das an der Plasma- 
ballung liegt, oder von mehreren Herden in der Vakuole ihren Ausgang. 
Entmischungsvorgange im ganzen Zellgefiige scheinen damit verbunden zu 
sein. Infolge der Kleinheit der Zellen und der Dicke und Riefung der 
Membran sind Einzelheiten schwer auszunehmen. 

Der weitaus gréfere Teil der Zellen bleibt jedoch gelb bis zum Tode 
und in diesen ist sehr oft als eine der Systrophe nachfolgende Plasma- 
_bildung Vakuolenfurchung (Kiister 1918) zu sehen. Vergleicht 
man diese Bilder der Vakuolenteilung mit denen, die an vielen anderen 
Objekten nach einer durch Plasmolyse hervorgerufenen Plasmasystrophe 
erscheinen, so ist die Ahnlichkeit auferordentlich gro. Es gibt Faille, bei 
denen die Systrophe vollkommen intakt bleibt und die Vakuole durch 
hyaline Septen in kleinere Teilvakuolen zerlegt wird. Die Teilvakuolen 
platten sich gegenseitig ab, haben aber offensichtlich das Bestreben, ideale 
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Kugelform anzunehmen (Abb. 2a). In der Mehrzahl der Zellen ist auch 
das systrophierte Plasma an der Vakuolenteilung beteiligt. Wir finden 
dann die Systrophe von einer Anzahl kleiner und allerkleinster Vakuolen 
durchsetzt (Abb. 2b); schlieRlich ist aus der Systrophe eine breite Zone von 
kleinen Vakuolen entstanden (Abb. 2c). Zwischen solchen Bildern und 
anderen, wo man den Eindruck einer grobschaumigen Plasmazone gewinnt, 
finden sich alle Ubergiinge. Durch die Quellung des Plasmas werden diese 
Konfigurationen noch weiter modifiziert (Abb. 2 d). 

Anfangsbilder der Vakuolenteilung weisen manchmal kleine Vakuolen 
am Rande des systrophierten Plasmas auf und erinnern so an die von 
Kiister (1924, 1929, 1935) an Allium cepa festgestellte Schichtung der 
Systrophe. Spatere Formen der Vakuolenteilung bei unserem Objekt lassen 
insofern eine weitere Schichtung erkennen, als von der Systrophe aus 














Abb. 2. Verianderung der Systrophe durch Vakuolenfurchung, grobschaumige 
Plasmastrukturen und Plasmaquellung. 


gegen die Zellenden die Vakuolen immer gréfer werden. Die Vakuolen 
sind in solchen Zellen nicht kugelig gegeneinander abgeplattet, sondern 
eiférmig in die Lange gezogen und liegen in radiairer Anordnung um die 
Mitte der Zelle (vgl. hiezu Abb. 2c). 

Ich glaube, dai die hier beobachteten Bilder der Vakuolenteilung nicht 
mehr als Plasmakonfigurationen im strengeren Sinne zu betrachten sind. 
d.h. als Plasmabildungen, die dem aktiv strémenden Plasma seine Ent- 
stehung verdanken. Die geometrisch regelmafige Anordnung der Teil- 
vakuolen, das hyaline Aussehen der Plasmasepten und das Fehlen der 
Plasmastrémung deuten vielmehr bei diesen Bildern der Vakuolenteilung 
dahin, daf in erster Linie Entmischungsvorgainge im Plasma und auch im 
Zellsaft die treibenden Krifte sind. 


Auflésung der Spontansystrophe 


Gelingt es, die Spontansystrophe von Buddleia zur Auflésung zu brin- 
gen? Ich konnte meist ziemlich weitgehende Auflésung nach Einlegen in 
Aqua dest. (pH 5,5) und in Leitungswasser (pH 7,5) beobachten. Kleine 
Gewebeschnitte wurden entliiftet und eingelegt. Im Verlaufe einiger Stun- 
den, manchmal auch erst von ein bis zwei Tagen, beginnt das Plasma 
flachig ohne Fadenbildung in den Wandbelag triage abzustrémen. Freilich 
bleiben die Schnitte in Wasser nur wenige Tage am Leben, und so ist mir 
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kein Praparat begegnet, wo in allen Zellen die Plasmasystrophe restlos 
verschwunden war. Die Auflésung geht aber immerhin so weit, daft die 
breiten Plasmabriicken quer durch die Vakuolenraume verschwinden und 
zumindest sich in flachige Zonensystrophen im Wandbelag verwandeln. 


Plasmolyseverhalten 


Es war nach allen bisherigen Kenntnissen von der Systrophe interessant 
zu priifen, wie sich Zellen, die schon natiirlicherweise Systrophe zeigen, 
nach Plasmolyse verhalten. Wird die Ballung des Plasmas noch intensiver, 
entstehen ,,Prolapse“ (Lanz 
1941) oder erfolgen sonstige 
nicht erwartete Veranderun- 
gen? Nichts dergleichen lief 
sich feststellen. 

Die untersuchten Zellen 
haben einen recht hohen os- 
motischen Wert (Grenzplas- 
molyse bei etwa 0,50—0,60 
Mol CaCl,). Die Plasmolyse Abb. 3. Plasmolyseeintritt nach Xstiindigem 
wird schwer vertragen. In Liegen in 1,0 mol CaCk. Die Plasmabriicken 
CaCl, aber auch NaCl sind negative Plasmolyseorte. 
kommt es oft zu Krampf- 
plasmolysen. Rundungszeiten (vgl. Weber 1929a) von % bis % Stunden, 
aber auch viel langer, sind nicht selten. Oft bilden die Fufpunkte der 
Systrophenbriicken ,,negative Plasmolyseorte* (Weber 1929b). Der Proto- 
plast lést sich dort, wo der Plasmaklumpen der Wand anliegt, meist gar 





























Abb. 4. Spontane Plasmasystrophen nach 10stiindiger Plasmo- 

lyse mit 1,0 mol CaCl. Die Plasmabriicken sind enger gewor- 

den und einige Zellen zeigen kugelige Verainderungen der 
Systrophen. 


nicht ab (Abb. 3). Sind indes die Plasmabriicken sehr breit, also stark 
gequollen, so kann es vorkommen, daf sich der Protoplast auch an diesen 
Stellen von der Wand lést.. Einige Stunden nach dem Beginn der Plas- 
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molyse sind aber fast alle Protoplaste gerundet. Die Systrophezonen sind 
dann durch den Wasserentzug enger geworden. Weitere Veranderungen 
treten nicht mehr ein. Die Zellen veraindern sich bis zum Tode (nach 12 
bis 24 Stunden) nicht mehr. Ganz selten geschieht es, dal? Plasmabriicken 
sich zu kugeligen Ballungen umwandeln. Die meisten Plasmolyseversuche 
machte ich mit 1.0 mol CaCl,. Die mitgeteilten Beobachtungen gelten fiir 
dieses Plasmolytikum (vgl. Abb. 4). Vergleichsversuche mit NaCl und 
Rohrzucker ergaben keine abweichenden Besonderheiten. 

Erwihnt sei noch, daf die blau gefarbten Oberhautzellen der Innen- 
seite des Trichters ebenso wie alle Oberhautzellen der Aufenseite der 
Korolle nach Plasmolyse sozusagen alle Register von Plasmakonfigurationen 
(Fadenbildung, Zentrierung, Prolaps usw.), wie sie in der Literatur ge- 
schildert werden, spielen kénnen. 


Protoplastenkontraktion 


Hie und da konnte ich unmittelbar nach dem Herstellen der mikroskopischen 
Praparate in den gelb tingierten Zellen der Kontrolle von Buddleia auch Proto- 
plastenkontraktion beobachten. Zu Beginn meiner Untersuchungen iibertrug 
ich zahlreiche Schnitte nicht in Wasser, sondern in einen Tropfen Immersionsél, wo 
sie sogleich betrachtet wurden. Hier lie® sich einwandfrei feststellen, daf sich 
stellenweise die Protoplaste in geringem Ausmafe (etwas mehr als Grenzplasmolyse) 
von beiden oder auch nur einem Zellende mit halbkugeligen Menisken losgelést 
hatten. Die Erscheinung dauerte 1 bis 2 Minuten, dann folgte eine rasche Wieder- 
ausdehnung der Protoplaste. Bevor die Zellumina wieder ganz ausgefiillt waren, 
erfolgte meist ein ruckartiges Platzen und damit der Tod der Protoplaste. Vermut- 
lich handelt es sich bei dieser nicht osmotisch bedingten Abhebung.der Protoplaste 
von den Zellwainden um eine Reaktion auf den durch die Praparation hervor- 
gerufenen Wundreiz. 


Zusammenfassung 


Systrophe des Protoplasmas, das ist die Haufung des Plasmas zu einem 
oder mehreren Klumpen in der Zelle, ist bisher in vegetativen Zellen vor 
allem nach Plasmolyse bekannt. Starke Lichtreize sowie andere 
grébere Eingriffe kénnen ebenfalls Haufungen des Plasmas in vege- 
tativen Zellen induzieren. Ansonsten sind systrophische Ballungen des 
Plasmas chne aiufere Eingriffe nur aus der normalen Zytogenese bekannt. 

In der vorliegenden Mitteilung wird bei Buddleia japonica Hemsley eine 
Systrophe des Protoplasmas in vegetativen Zellen beschrieben, die weder 
durch Plasmolyse noch andere kiinsiliche Einfliisse induziert wurde, sondern 
im normalen Lebensablaufe auftritt. Diese Plasmaballung wird daher als 
.spontane Plasmasystrophe’™ bezeichnet. 

Die gelb gefarbten Oberhautzellen von der Innenseite der Korollréhre 
der genannten Pflanze zeigen schon vor dem Enifalten der Bliite eine auf- 
fallige Haufung des Plasmas zumeist zu einem Klumpen um den Kern. 
Das systrophierte Plasma ist vor allem in entfalteten Bliiten oft gequollen, 
so daB dann breite Plasmabriicken in der Mitte der Zelle entstehen, die die 
urspriinglich einheitliche Vakuole in zwei Hialften teilen. 

Mit dem Abbliihen der Korolle wird die Systrophe in den alternden 
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und absterbenden Zellen durch Vakuolenteilung und Schaumbildung des 
Plasmas weitgehend veriandert. Entmischungsvorgange im Zellsaft .und 
Protoplasma scheinen hiebei eine mafgebliche Rolle zu spielen. 

Durch Plasmolyse konnie die spontane Plasmasystrophe kaum weiter 
beeinfluBt werden, es zeigte sich jedoch, da das systrophierte Plasma weit- 
aus starker als der iibrige Protoplast an der Zellwand haften bleibt. Eine 
Auflésung der spontanen Systrophe konnte durch Einlegen von Gewebe- 
stiickchen in destilliertes oder Leitungswasser erreicht werden. 

Bei Betrachtung der Praparate in Immersionsél unmittelbar nach ihrer 
Anfertigung konnte auferdem in seltenen Fallen eine kurzdauernde Proto- 
plastenkontraktion beobachtet werden. 
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Vitalfiirbungen an Pflanzenzellen mit Cresylechtviolett 
Von 
Adolf Stiegler, Wien 
(Eingegangen am 16. April 1949) 


Die von Ehrlich 1877 entdeckte und von ihm ,,Metaciromasie“ benannte 
Eigenschaft bestimmter Farbstoffe chemisch einheitlicher Struktur, verschiedene 
Zell- und Gewebselemente in verschiedenem Farbton anzufirben, ist in den letzten 
15 Jahren Gegenstand zahlreicher Arbeiten gewesen. Man unterscheidet heute ver- 
schiedene Arten der Metachromasie, wie die cH-, die Konzentrations-, die Dispersi- 
tiitsmetachromasie (Czaja 1930), sowie die Metachromasie auf Grund der Bindung 
des Farbstoffes mit zelleigenen Stoffen. Dabei kann der Farbstoff durch Adsorption 
und chemische Bindung festgelegt werden. 

Von C. Coronini und F. Feyrter wurden wir auf die Besonderheiten 
des Cresylechtvioletts hingewiesen und erkannten bald, da® dieser Farbstoff nicht 
nur fiir den Mediziner und Zoologen, sondern auch fiir den Botaniker von nennens- 
wertem Belang ist. Dieser Farbstoff eignet sich naimlich nicht nur zur Zellwand- 
differenzierung, sondern er ist als echter Vitalfarbstoff befahigt, sowohl Vakuole 
als auch Zellmembran different zu farben. Wenn auch die eindrucksvollsten und 
scharfsten Vitalfairbungen in jiingster Zeit sich mit Fluoreszenzfarbstoffen, wie 
Akridinorange, Coriphosphin und Pyronin erzielen liefen (Haitinger 1938, 
Strugger 1940, 1941 f.), so bietet der Hellfeldfarbstoff Cresylechtviolett doch 
noch genug des Interesses. 

Cresylechtviolett ist ein basischer Oxazinfarbstoff, der sich in Wasser leicht 
lést. Von botanischer Seite wurde er bisher noch nicht oft angewendet und nur in 
Reihen mit anderen Farbstoffen untersucht. So finden wir bei Czaja (1934), dab 
er in 0,01% wiasseriger Lésung durch ein 260 Minuten Ulirafeinfilter maRig gut 
hindurdhigeht. Drawert (1940), der die basischen Hellfeld-Vitalfarbstoffe auf 
breiter Grundlage untersucht hat, macht folgende Angaben: Farbton in wisse- 
riger Phosphatpufferlésung: pH 2—9 violett, pH 9—11,5 blaforange; bei pH 11,5 
fallt der Farbstoff bald aus. Wanderung: pH 2—7 zur Kathode, pH 7—11,5 
keine eindeutige Wanderung mehr. Léslichkeit: Toluol: pH 2—5 gar nicht, 
pH 7 im Verhaltnis 1:1, pH 8,5 zum gréften Teil, pH 10—11,5 quantitativ mit 
gelbem Farbton. Chloroform: pH 2—5 gar nicht, pH 7 der gré&te Teil, pH 8—11,5 
fast quantitativ mit gelbem Farbton. Toluol + Olsdure: pH 2 gar nicht, pH 3—5 
der gréfere Teil, pH 7—11,5 quantitativ mit blauviolettem Farbton. Vital far- 
. bungen: Aufere und innere Epidermis der Zwiebelschhuppen von Allium cepa 
pH 2 farblos, pH 3—7 reine Membranfairbung, pH 8 sdiwache Membran-, gute 
Vakuolenfairbung, pH 9—11,5 reine Vakuolenfarbung. Sempervivum holochrysum 
(gerbstoffhaltige Zellen) pH 2 tot, Gerbstoffhorizont und Nebenzellen diffuse Inhalts- 
farbung, pH 3—7 nichts gefarbt, pH 7.5—11,5 Gerbstoffhorizont und Nebenzellen 
Vakuolenfarbung zum Teil diffus, zum Teil in Kriimelform. 


Zum chemischen Verhalten sei erganzend bemerkt, daf der von’ mir verwen- 
dete Farbstoff sich in Wasser mit violetter, in Alkohol und Glyzerin, zwei Lésungs- 
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mitteln mit kleiner Dielektrizitatskonstante, aber mit blauer Durdhsichtfarbe lést. 
wihrend jn der Aufsicht schon im Tageslicht eine stark rote, bzw. kupferrote Fluo- 
reszenz in Erscheinung tritt. Die Violettfarbung entspricht wohl einem ionisierten, 
die Blaufarbung einem undissoziierten (méglicherweise bimolekularen) Zustand. 
Mit Benzol la@t sich der Farbstoff aus alkalischer Lésung mit gelber, leicht rot- 
stichiger Farbe ausschiitteln. Milch und Eigelb farben sich bei Zusatz einer wisse- 
rigen Lésung von Cresylechtviolett zunichst lila an und entfarben sich allmahlich. 

Ich arbeitete (vgl. Hé6fler und Stiegler 1947) mit dem von Coronini und 
Feyrter verwendeten Farbstoff ,,besonders stark metachromatisch. Stand. Farb- 
stoff Bayer’, J. K. Hollborn & Séhne, Leipzig. Katalog Nr. 148". 

Die verwendeten Farbreihen umfassen die iiblichen Grobstufen von pH 2,04 
bis pH 10,15. Die einzelnen im nachfolgenden gegebenen pH-Angaben besagen 
nicht, da® diese Werte elektrometrisch gemessen wurden, sondern nur, daf sie 
nach den allgemeinen Arbeitsvorschriften hergestellt worden sind. Verwendet wur- 
den Phosphatpuffer in */1;0 und zum Teil in konzentrierterer */:; molarer Lésung. 
Der Farbstoff wurde in der iiberwiegenden Zahl der Fille in einer Konzentration 
1: 10.000 = 0,01% verwendet. Aus einer gréferen Reihe von Vergleichsversuchen 
mit héheren Konzentrationen des Farbstoffes ergab sich, da® bei der Verdiinnung 
1: 10.000 der Farbstoff noch weitgehend unschidlich ist. Auch 1: 5000 wird meist 
noch gut vertragen und ist empfehlenswert, weil Cresylechtviolett langsamer tin- 
giert als andere Basenfarbstoffe. Eine geringere Konzentration ist im allgemeinen 
nicht empfehlenswert, nur in Einzelfillen zur Farbung stark anreichernder Zell- 
elemente (Basalzellen der Haare von Ballota nigra und Nuphar pumilum) anzu- 
wenden. 

Eine erste Versuchsreihe vom Friihsommer 1947 mit Cresylechtviolett (Héfler 
und Stiegler 1947) hatte zu Ergebnissen gefiihrt, die sich etwa in folgenden 
Angaben zusammenfassen lassen: 

1. Nicht inkrustierte Zellulosewande (Zellinwande im Sinne von Fr. Schwarz 
und A. Th. Czaja) farben sich schén rosa, nach Farbton und Sattigung an die 
Zyklamenbliite erinnernd. Ligninwinde farben sich satt violettblau. Im iibrigen 
weist die Farbe von Objekt zu Objekt und von Gewebe zu Gewebe stark ver- 
schiedene Nuancen auf. 

2. Eine Farbung lebenden Cytoplasmas wurde in Ubereinstimmung mit D ra- 
wert (1940) im Hellfeld in keinem ecinzigen Falle beobachtet. Dagegen firbten 
sich tote, geschrumpfte Protoplaste triib dunkelviolett an. Tote Zellkerne fiarben 
sich unter bestimmten Bedingungen an einzelnen Objekten triib blau, bzw. 
violettblau. 

3. Der Zellsaft lebender, ungeschadigter Epidermiszellen fiarbt sich bei vielen 
der untersuchten Pflanzen zu einer rein blauen Diffusfarbung, die, zumal wenn 
man die Zellen plasmolysiert, satter wird und aufs deutlichste in Erscheinung tritt, 
wahrend bei anderen Pflanzen und Geweben eine hellviolette Farbung des Zell- 
saftes eintritt oder dieser ungefarbt bleibt. 

Damit ist aber die metachromatische Leistungsfahigkeit des Farbstoffes noch 
nicht erschépft. 


Zellwandfirbungen 


Czaja (19354) macht hinsichtlich der metachromatischen Farbung der 
Zellwiande an einjaihrigen Sprofquerschnitten von Ilex aquifolium in wiis- 
seriger Lésung mit Cresylechtviolett folgende Angaben: Parenchym, Kollen- 
chym und der Siebteil, also die ,.Zellinwande*, farben sich schmuizigrot. 
Ligninwande violett, die Kutinwiande heller blauviolett. Drawert hat (1937, 
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1940) die Farbstoffaufnahme der Aufen- und Innenepidermis der Zwiebel- 
schuppen in abgestuften pH-Reihen mit Cresylechtviolett gepriift. Diese 
Membranen aus reiner Zellulose farbten sich bei pH 2 iiberhaupt nicht an, 
erst bei pH 3 tauchte die erste zarte rosa Fairbung auf, bei pH 5—7 waren 
sie maximal gefarbt, bei pH 8,5 klang diese Farbung aus, um ab pH 10 voll- 
stiindig zu fehlen. Die Deutung fiir diese Erscheinung gaben Czaja (1954) 
und Drawert (1937) welche die Membranfarbung der Zellinwinde als 
elektroadsorptive Erscheinung erkannten. Das Ausbleiben der Farbung 
unter pH 3 ist so zu verstehen, daft bei ungefahr pH 3 der Entladungspunkt 
(Hifler 1946; Indifferenzpunkt nach Bethe und Toropoff 1915; iso- 
clektrischer Punkt nach Strugger 1936, und Drawert) der Membranen 
liegt und das positiv geladene Farbstoffkation an die entladene Zellwand 
nicht mehr angelagert werden kann. Daf von pH 8,5 an die Membran sich 
wieder schwicher fiarbt, bzw. bei pH 10 vollkommen farblos bleibt, beruht 
wohl nicht so sehr auf einem voélligen Mangel positiv geladener Farbstoff- 
ionen in diesem Bereich, sondern wie Héfler (1947, 1948) hervorhebt, auf 
der Konkurrenz des nunmehr den Farbstoff stark an sich reiffenden und 
speichernden Zellsaftes. Dafiir spricht, daf sich die Membranen vor allem 
in toten Partien auch in diesem pH-Bereich immer noch, zum Teil sogar recht 
intensiv, farben. Vor allem konnte Héfler bei seinen Versuchen mit 
Akridinorange an der Innenepidermis von Allium cepa in eleganter Weise 
zeigen, daft verdiinnter Ammoniak den Farbstoff aus der Vakuole wieder 
in die Zellmembran treibt, sowie der Zellsaft alkalisch wird. Die Membranen 
geben dann im UV-Licht die typisch kupferrote Farbung der elektroadsor- 
bierten Akridinorangekationen. Die Membranen der Zwiebelschuppen sind 
besonders einfache Objekte, bei denen sich auch durch Behandlung mit 
CaCl, die Adsorptionsfarbung als solche besonders einfach nachweisen laBt. 
Infolge der typischen Adsorptionsverdrangung durch die Ca-lonen ent- 
farben sich die Membranen rasch und vollstandig. Gleiche Adsorptions- 
verdrangung gelingt an mit Cresylechtviolett rosa gefarbten Zellulose- 
membranen. 

Greift man dagegen auf andere Objekte zuriick, so werden die Erschei- 
nungen, wenn es sich um Membranen komplizierterer chemischer Zusammen- 
setzung handelt, sofort wesentlich uniibersichtlicher. Vor allem zeigt sich, dal 
mit Cresylechtviolett schon mit pH 2 eine Anfarbung auftreten kann, die 
aber dem Farbton nach recht verschieden ist von der Membranfarbung bei 
héheren pH-Werten. 

Legt man z.B. Schnitte von Hollundermark aus Jahrestrieben in eine 
pH-gestufte Farbreihe 1 : 10.000 ein, so sind die Membranen bei pH 2 stahl- 
blau gefarbt, von pH 4 an rotviolett, waihrend in dem Zwischenbereich von 


’ pH 2 bis 4 sich ein steter Ubergang von Blau nach Violett ergibt. Entspre- 


chend lagen iibrigens die Verhialtnisse auch bei einem Vergleichsversuch mit 
Brilliantcresylblau. Hier waren die Membranen des Hollundermarks bei 
pH 2 spangriin gefiarbt, um bei héherem pH in reines Blau iiberzugehen. 
Versuche sowohl bei Cresylechtviolett als auch bei Brilliantcresylblau, 
den Farbstoff mit CaCl, auszuwaschen, hatten keinen Erfolg. Wohl ver- 
blaBten bei stundenlangem Einlegen die Schnitte etwas, von einer Ent- 
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fairbung konnte aber keine Rede sein. Erwiahnt sei, daB sich Hollundermark 
auch mit Rhodamin B rosa anfarbt, das in wasseriger Lésung iiberhaupt 
nicht in ionisiertem Zustand vorliegt (Drawert 1939, Héfler 1949), son- 
dern nur in Form neutraler, ungeladener Molekiile. Daraus geht hervor, 
da es sich beim Hollundermark nicht um elektroadsorptive, sondern um 
cine chemische Niederschlagsfarbung handelt (Drawert 1937, Héfler 
1948 b). 


Im einzelnen sind freilich die Farbeffekte vor allem im stark sauren 
Bereich von Objekt zu Objekt sehr verschieden und oft recht schwankend. 
Bei einem Versuch mit Stengelquerschnitten von Achillea collina, Atriplex 
patulum, Ballota nigra und Solanum nigrum, die mit Cresylechtviolett bei 
pH 2 eine halbe Stunde lang gefarbt worden waren, hatte sich das Xylem 
und das angrenzende Markparenchym von Adhillea und Atriplex blau, von 
Ballota zyklamenrot und von Solanum iiberhaupt nicht gefarbt. In anderen 
Versuchsreihen war aber unter sonst gleichen Verhiltnissen auch bei Ballota 
wiederholt Blaufarbung des Xylems beobachtet worden. Im mittleren pH- 
Bereiche nihern sich im allgemeinen bei den verschiedenen Objekten die 
Schnitte hinsichtlich der auftretenden Farben. Meist sind die GefaBe und 
mechanischen Gewebe violett gefarbt, wahrend die Wande des Parenchyms 
zyklamenrot erscheinen. Auch das Kollenchym ist von den iibrigen Geweben 
durch seine Farbe differenziert. Bei Achillea collina und Ballota nigra ist 
es bei pH 2,1 und 3,5 zyklamenrosa, um bei héheren Werten in ein schmut- 
ziges Orange- bis Braunrot iiberzugehen. An Stengelquerschnitten von 
Solanum nigrum ist es bei pH 3,1 satt rot und geht bei héheren Werten 
in ein triibes Rosa iiber. Versuche mit CaCl,, diese Farbungen auszuwaschen, 
fiihren im allgemeinen nur zu mehr oder weniger starken Aufhellungen. 
Es diirfte sich also auch hier nicht um reine elektroadsorptive Ionenbindung, 
sondern wohl um Farbstoffbindung auf Grund einer chemischen Reaktion 
mit derzeit noch unbekannten Komponenten der Zellwande handeln. Ver- 
haltnismaBig weitgehend entfarben lassen sich unter den von mir unter- 
suchten Objekten die mit Cresylechtviolett gefarbten Membranen von Bal- 
lota nigra und Solanum nigrum, ohne dak es auch hier in dem pH-Bereich 
zwischen 4,8 bis 8 durch CaCl, zu einer vollstaindigen Entfarbung kame. 


Eine eigenartige Erscheinung kann man beobachten, wenn man einen 
Querschnitt von Ballota nigra aus Cresylechtviolett, bei pH 4.8 gefarbt, in 
Alkohol ibertragt. Das urspriinglich violett gefarbte Xylem und das an- 
schlieBende Markparenchym nimmt einen rein blauen Farbton an, wiah- 
rend die iibrigen zyklamenrot und rosa gefarbten Zellwande schmutzig 
blauviolett werden. 


Bringt man einen gleichen Schnitt in HCl ein, so hellt sich der gesamte 
Schnitt auf, die ligninhaltigen violetten Zellwande werden blau mit einem 
ganz schwachen Stich ins Rétliche, wahrend alle urspriinglich zyklamenrot, 
d.h. elektroadsorptiv gefarbten Zellulosewande violett werden. Vergleicht 
man also zwei Schnitte, von denen der eine primar mit Cresylechtviolett in 
pH 2 gefarbt wurde, der andere erst in pH 4 gefarbt und nachher mit HCl 
umgefarbt wurde, so sind die Farbbilder verschieden. 


——————————————— 
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Haarfirbungen 


So mannigfaltig und iiberraschend wie bei den Membranen der mecha- 
nischen Gewebe sind die Farbungen mit Cresylechtviolett auch bei den 
Haaren. Wie schon Héfler und Stiegler (1947) erwahnen, ist Ballota 
nigra auch hier ein dankbares Objekt. Die Stengelepidermis weist zweierlei 
Haarbildungen auf: fast sitzende, vierzellige Driisen und mehrzellige Haare 
aus gestreckten Zellen mit rauher, héckeriger Oberflaiche. Die unterste Zelle 
dieser Haare, die Basalzelle, ist am Grunde sockelartig erweitert und in die 
Epidermis eingesenkt. Farbt man diese Epidermis, so ist bei niedrigem pH 
(z.B. pH 2,12) der gesamte Schnitt ungefiirbt und nur die Membran der 
Basalzelle ist blau. Bei steigendem pH (ab 2.56) nimmt diese Basalzelle all- 
mahlich einen Rotstich an, wird blauviolett und schlieflich bei pH 3,1 satt 
rotviolett. Nach einer halben Stunde ist bei pH 2,1 bereits die Membran der 
gesamten Basalzelle gefarbt, bei hherem pH erst der Sockel, der, im Mikro- 
skop in Aufsicht betrachtet, den Eindruck erweckt, als sei ein Ring mit 
beiderseits scharfer Abgrenzung ausgefarbt. Verfolgt man den Verlauf der 
Firbung der Basalzelle, so erkennt man, daf die Farbung am unteren Ende 
beginnt und verlaufend gegen das obere Ende langsam fortschreitet. Erst 
spater greift die Farbung auf die anliegende Membran der zweiten Zelle 
iiber, um auch hier sich verlaufend auszubreiten. Die Geschwindigkeit der 
Anfarbung nimmt also mit Zunahme des pH allmahlich ab. Bei einer Reihe 
von Versuchen war bei pH 4,8 bereits die gesamte Basalzelle ausgefarbt. 
wihrend bei den héheren pH-Stufen erst die Basalscheiben tingiert waren, 
bzw. in Aufsicht die Zonenringe hervortraten. Die Farbung der Basalzelle 
ist somit gegeniiber der Umgebung dem Farbton und der starken Sattigung 
nach deutlich differenziert. Scharf heben sich die tiefvioletten Basalzellen 
der Haare von den zarter zyklamenrosa Membranen der Epidermiszellen 
ab, ebenso, vielleicht noch auffallender, bei pH 2,1 die blaue Basalzelle von 
den noch vollkommen ungefarbten Membranen der Epidermis- und Paren- 
chymzellen. 

Eine vergleichende Farbung mit Toluidinblau ergibt morphologisch die 
gleichen Verhiltnisse. Wieder ist es die Basalzelle, bzw. der Sockel der 
Haare, die sich zuerst und am intensivsten farben. Die Basalzelle erscheint 
mit diesem Farbstoff in einem stark griinstichigen Cyanblau, das sich von 
den blauvioletten Membranen der Epidermis und des Parenchyms scharf 
differenziert; nur fehlt bei der Farbung mit Toluidinblau die Entsprechung 
fiir die Blaufarbung bei pH 2,1 mit Cresylechtviolett. Auch mit Brilliant- 
cresylblau und Neutralrot konnte das gleiche Sonderverhalten, die starke 
Tinktionsfahigkeit der Basalzelle, bzw. des Sockels, beobachiet werden. 
Diese Farbung der Basalzelle widersteht der Einwirkung der Ca-Ionen. 
Daraus sowie aus der Anfarbbarkeit bei pH-Werten uniter dem Entladungs- 
punkt der Zellulose geht hervor, daft es sich bei der Selektivfarbung der 
Haarbasalzellen um vine Form chemischer Niederschlagsfarbung handeln 
mu. Unter pH 3 nehmen ja die Zellulosemembranen keine oder nur mini- 
mal schwache Farbung an. Die elektive Farbbarkeit der Basalzellen der 
Haare wird vor allem auffallig, wenn man stark verdiinnie Farblésungen 
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1 : 20.000 verwendet, mit denen Farbungen der iibrigen Zellwiande und Zell- 
sifte von Ballota nicht mehr recht gelingen. 

Von anderen gepriiften Pflanzenhaaren sei hier nur das Verhalten der 
Trichome von der Blattunterseite von Nuphar pumilum beschrieben. Ich 
hatte das Material im August 1947 bei Steindorf am Ossiachersee in Karnten 
gesammelt. Als ich es wenige Tage spater in Wien untersuchte, war es noch 
in durchaus frischem und gesundem Zustand. Die Schwimmblatter boten 
gutes Zellmaterial fiir Vitalfarbungen. 


Schon 1915 hatte Mayr an einer Reihe von Wasserpflanzen physiologisch 
ausgezeichnete Zellen und Zellgruppen entdeckt und diese ,,Hydropoten™ benannt. 
Morphologisch unterscheidet sich deren Kutikula kaum von der der anderen Epi- 
thelzellen. Sie ist aber besonders aufnahmsfahig fiir Farbstoffe, die in diesen Zellen 
reichlich gespeichert werden. Daf es sich dabei um stoffaufnehmende Organe han- 
delt, wie dies auch die urspriinglichhe Ansicht Ma yrs war, wurde wohl endgiiltig 
1927 von Gicklhorn bewiesen, der die Aufnahme von Mn- und Fe-Salzen stu- 
dierte. Wohl war 1915 Mayr selbst das Vorhandensein von Hydropoten gerade 
bei der ganzen Familie der Nymphaeaceen entgangen, 1927 wies jedoch Grii 
auch fiir diese Familie ihr Vorhandensein nach. Da es sich bei dieser Familie um 
morphologisch ausgezeichnete Zellen auf der Unterseite der Schwimmbliatter han- 
delt, nannte er sie ,,Haustoren“. Bei Nuphar luteum bestehen sie aus drei Zellen, 
einer obersten, sich blasenartig vorwélbenden, und zwei untereinander liegenden 
Basalzellen, deren Wandungen verholzt sind und den gleichen Durchmessr besitzen. 
Diese Dreiergruppe von Zellen findet sich auf der Unterseite der Schwimmblitter 
zwischen den iibrigen Epithelzellen recht gleichmafig verteilt. Als eine der wichtig- 
sten und fiir uns in Hinblick auf Nuphar pumilum interessantesten Eigenschaften 
der Haustoren bezeichnet Gr ii 8, daft sie haarférmig auswachsen kénnen und dann 
in sogenannte ,,Haarhaustoren“ iibergehen. Auch diese Haustoren haben die Eigen- 
schaft, Farbstoffe leicht (manche fast momentan) aufzunehmen und hervorragend 
zu speichern. 1938b-konnte Drawert die Befunde von Griif auch an fixiertem, 
totem Material von Nuphar luteum voll bestiitigen; die Hydropoteneigenschaft, 
Farbstoff elektiv aufzunehmen, war erhalten geblieben. 


Die Untersuchung der Schwimmblitter von Nuphar pumilum am Stein- 
dorfer Material bot schon in morphologischer Hinsicht abweichende Ver- 
hiltnisse. Die von Griift beschriebenen normalen Haustoren fanden sich 
nicht, sondern die Unterseite der Schwimmblatter war bei pumilum mit 
einem dichten Filz von Haaren bedeckt. Sie waren von zweierlei Art. Die 
einen, die zahlenmafig iiberwogen, bestanden aus einer einzigen, spitz 
zulaufenden Haarzelle, die anderen, die sich in geringerer Zahl eingestreut 
fanden, bestanden aus einer etwas verbreiterten zylindrischen Basalzelle 
(ca. dreimal so lang als breit) und blof einer weiteren aufsitzenden, lang- 
kegelig zugespitzten Zelle. 

Legt man einen Schnitt von der Unterseite eines solchen Blattes in eine 
Cresylechtviolettlésung ein, so fiarben sich fast augenblicklich die Mem- 
branen der Basalzellen der zweizelligen Haare zur Ginze rotviolett an. 
Ebenso, wenn auch weniger intensiv, die Basalplatten, auf denen die ein- 
zelligen Haare aufsitzen. Da diese Haare leicht abbrechen, so sind in einem 
Schnitte stets Stellen, an denen streckenweise die Haare fehlen; dann sind 
anscheinend die Basalplatten noch intensiver gefiarbt als bei unladierten 
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Haaren. Bela&t man einen solchen Schniitt langere Zeit in Cresylechtviolett. 
so farbt sich schlieflich die Membran des gesamten Haares an, wenn auch 
pur ganz zart violett. Zur gleichen Zeit sind die Basalzellen, bzw. die 
Basalplatten bereits schwarzviolett iiberfarbt. Diese selektive Verfarbung 
der Basalzellen tritt im gesamten untersuchten pH-Bereich zwischen pH 2 
und pH 11 auf und zeigt den gleichen rotvioletten Farbton. Die gleiche 
selektive Anfarbbarkeit findet sich bei Brilliantcresylblau wieder, wo die 
Basalzelle sich dunkelblau farbt, gegeniiber einem zarten Blau gleicher 
Ténung des Endhaares und ebenso mit Neutralrot, wo die Basalzelle dunkel- 
braunrot, die Endzelle gleich den einzelligen Haaren zart hellbraunrot er- 
scheint. Auch mit Rhodamin B, in H,O 1:5000 gelist, fiirben sich Basal- 
zellen und Basalplatten nach wenigen Minuten rosa, die Basis der ein- 
zelligen Haare allerdings verhaltnismaRig schwach. 

Wie bei allen Nymphaeaceen finden sich auch bei Nuphar pumilum, in 
das Grundgewebe von Blatt und Stengel eingebettet, die sternférmigen 
Grundgewebshaare. Diese fiarben sich in Cresylechtviolett im stark sauren 
Bereich (pH 2,09) rein blau, in dem gleichen Farbton wie die Basalzelle 
der Epidermishaare von Ballota nigra bei diesem pH. Nachfolgende Ta- 
belle gibt einen diesbeziiglichen Versuch aus der zweiten Hialfte August 1947 
fiir fiinf pH-Stufen. 








pH Grundgewebshaare | Membranen der Parenchymzellen 
2,09 | blau | ungefirbt 

3,51 zart violettstichig rosa 

4,84 | zart rosa rosa 

7,11 rosa schwach rosa 

8,22 | rosa ungefirbt 


Die Grundgewebshaare zeigen die pH-Abhangigkeit der chemischen Nieder- 
schlagsfairbung, die Parenchymzellen die pH-Abhangigkeit der elektroadsorptiven 
Membranfarbung. 

Cytoplasma und Kernfaérbungen 


Wie bereits Drawert (1940) erkannte, farbt Cresylechtviolett lebendes 
Cytoplasma nicht an. Um so charakteristischer ist die triibe, blauviolette 
Farbe der toten, geschrumpften Protoplaste. Fast immer konnten in weitem 
pH-Bereich, vor allem nahe am Schnittrand, diese dunkel blauvioletten 
Protoplastenleichen beobachtet werden. Diese fiir tote Protoplaste charak- 
teristische Farbung ist resistent gegen CaCl,- und NH,-Einwirkung. 

Es lief sich also mit Cresylechtviolett weder eine vitale Cytoplasma- 
farbung noch eine Tinktion lebender Zellkerne beobachten. Wohl aber 
lieBen sich in einigen Fallen an toten Zellen Kernfarbungen erzielen. Im 
Gegensatz zur fast momentanen Anfarbung abgestorbener Protoplaste 
nehmen aber die Kerne den Farbstoff vielfach erst nach langerer Zeit an. 
I'ast im ganzen verwendeten pH-Bereich ergaben sich solche Kernfarbungen 
an den Hautchen der Innenepidermis von Zwiebelschuppen bei einem Ver- 
suche, bei dem diese Hautchen bereits vier Tage vor dem Versuch eniliiftet 
und offenbar geschadigt waren. Bei pH 2,12 erschienen die Chromatin- 
kérnchen der Kerne ganz zart blaulich, bei pH 2,56 noch immer zart, aber 
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deutlich blau, bei pH 4,8 hingegen waren die Kerne deutlich lila, bei 
pH 6,35, 8,00, 8,75 intensiv violett. Bei Wiederholung dieses Reihenver- 
suches mit Hautchen von frischen, unmittelbar vorher entliifteten Zwiebel- 
schuppen konnten diese Ergebnisse bestiitigt werden. Da die blaue An- 
fiirbung der Chromatinkérnchen unterhalb des I. E.P. der Kerne liegt, 
kann es sich schwerlich um eine Adsorptionsfarbung handeln. Ubrigens 
entspricht die triibblaue Farbe der Kerne im stark saurem Bereich emp- 
findungsmaRig weitgehend der Farbe der Basalzelle von Ballota und der 
der Grundgewebshaare von Nuphar pumilum im gleichen Aziditiatsbereich. 
Erwihnt sei, da® bei diesen Schnitten aufler dem Zellkern nur noch die 
Membran rosa tingiert war. In schwacher Ausprigung reichte bei diesen 
Versuchen die Membranfarbung bis zu pH 2,12 herab; dabei war allerdings 
bei dieser niedrigen pH-Stufe nur die pektinhiltige Mitiellamelle der 
Membranen rosa angefarbt, wihrend die aus reiner Zellulose bestehenden 
beiderseitigen Verdickungsschichten keine Farbe angenommen hatten. Das 
Schnittrandphinomen (vgl. Héfler und Stiegler 1947) trat ab pH 48 
in Erscheinung. 

Bei einzelnen anderen Versuchsobjekten begegnete dagegen eine solche 
blauliche Farbung an toten Zellkernen nur in einem ganz engen pH-Bereich: 
In den Blattepidermen von Atriplex patulum bei pH 2,12 und 2,56, von 
Achillea collina bei 2.06 und von Nuphar pumilum bei pH 3.51. 


Zellsaftfirbungen 


Schon im ersten Bericht (Héfler und Stiegler 1947) wurden Beispiele 
einer iiberraschend schénen Metachromasie der farbstoffspeichernden Va- 
kuolen verschiedener Blattepidermen mit Cresylechtviolett erwaihnt. Am 
hiufigsten erhalt man eine blaue Zellsaftfarbung. So farbten sich die Epi- 
dermen der Blattunterseite von Platanthera bifolia himmelblau, ohne er- 
kennbaren Stich ins Rotliche. Héfler (1947) hat gezeigt, daB® die gleichen 
Zellsifte bei Farbung mit Acridinorange im UV-Mikroskop eine grell griin- 
gelbe Fluoreszenzfarbung annehmen. Es handelt sich um .,volle” Zellsafte. 
Diese Bezeichnung will nicht mehr besagen, als daf hier offenbar ein 
Speicherstoff in den Vakuolen vorhanden ist, der sich mit dem eindringen- 
den Farbstoff verbindet und mit Acridinorange im UV-Licht griin, mit 
Cresylechtviolett im Hellfeld blau erscheint. Solche satte, diffuse blaue Zell- 
saftfarbung wurde weiterhin an zahlreichen pflanzlichen Objekten gefun- 
den. In der Mehrzahl der Falle waren es nur die Epidermen und Schlief- 
zellen von Blatt und ‘Stengel, deren Zellsaft sich blau firbte. 


Ich priifte solche Zellen in pH-gestuften Farbbadreihen. Drawert 
(1940, S. 166, 185) gibt fiir die Innenepidermis der Schuppen von Allium 
cepa bei Cresylechtviolett, ohne die Farbe naher zu bézeichnen, eine posi- 
tive Zellsaftfarbung ab pH 8,5 an, fiir die Aufenepidermis eine schwach 
positive bereits ab pH7; bei niedrigeren Wasserstoffzahlen seien die Zell- 
sifte ungefarbt geblieben. Bei den von mir untersuchten Objekten lagen 
diese Schwellen zum Teil wesentlich tiefer. In der Epidermis und den 
Schliefzellen von Nuphar pumilum trat die Blaufarbung des Zellsaftes bei 
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pH 5,86 auf und in den Blatt- bzw. Stengelepidermen von Allium sativum, 
Iris germanica, Atriplex patulum, den Labiaten Ballota nigra, Satureja 
vulgaris, Salvia pratensis, Clinopodium vulgare bereits bei pH 4,8. 


Grundsiatzlich erkliren sich diese Grenzen bekanntlich so, da im al- 
kalischen Bereich der Farbbiider die Dissoziation des basischen Farbstoffes 
allmahlich zuriicktritt und in steigendem Mafe undissoziierte lipoidlésliche 
Molekiile auftreten, welche im Gegensatz zu den Ionen durch das lebende 
Plasma leicht, nahezu widerstandslos (vgl. Collander 1943, Héfler 1948) 
in den Zellsaft permeieren kénnen, wahrend die in den sauren Badern 
vorwiegend vorhandenen lipophoben Farbstoffkationen permeierunfahig 
sind. 


Basen und Siuren haben im wesentlichen ein charakteristisches Neu- 
tralisations-, bzw. Puffergebiet von etwa 3 pH-Einheiten. Auch die basi- 
schen Farbstoffe folgen diesem Gesetze, nur liegen hier die Verhiltnisse 
komplizierter, da nicht nur mit dem Vorhandensein von undissoziierten 
Farbstoffhydroxyd- (Farbbasen-) Molekiilen, sondern auch mit den Mole- 
kiilen von Farbsalzen (Chloride, Phosphate usw.) gerechnet werden mul. 
Daher nimmt Héfler an, daft bei basischen Farbstoffen Ionen und Mole- 
kiile in einem breiteren pH-Bereich in physiologisch wirksamer Konzen- 
tration nebeneinander vorhanden sind als bei einfachen Sauren und Basen. 
Anscheinend reicht schon eine geringe Partialkonzentration permeierfahiger 
Molekiile aus, um im Zellsaft Farbbindung und Farbspeicherung einzuleiten. 
Die Konzentration der farbbindenden, zelleigenen Stoffe muf allerdings 
entsprechend hoch liegen, damit nach dem Massenwirkungsgesetz das Lés- 
lichkeitsprodukt erreicht wird (Pecksieder 1950). Vielleicht laRt sich auf 
dieser Grundlage die verschiedene Lage der Farbschwelle bei verschiedenen 
vollen, d. h. Speicherstoff fiihrenden Zellsiften verstehen sowie auch die 
Tatsache, dafi sich im héheren pH-Bereich die diffuse Blaufarbung mit 
Cresylechtviolett rascher einstellt als im niedrigen (pH 4,8), so daft bei zu 
kurzer Farbedauer diese Blaufarbung der Beobachtung entgehen kann. 

Die einheitlichsten Blaufarbungen sah ich bisher an Schnitten von der 
Oberseite der Schwimmbliatter von Nuphar pumilum und von panaschier- 
ten Bliattern von Evonymus japonica. Nuphar wurde im August und 
September 1947 und Oktober 1948 untersucht. Die Zellsafte der Epidermis- 
zellen im Inneren des Schnittes waren leuchtend satt reinblau und da- 
zwischen leuchteten die antiklinen Zellmembranen farblos hervor. Aus 
diesem blauen Feld hoben sich die etwas blasser gefarbten SchlieBzellen ab. 


Weniger satt, oft nur zart blau farbten sich die Epidermiszellen von der 
Blattunterseite der Schwimmblatter von Nuphar pumilum. In jeder Epi- 
dermiszelle des ungefirbten Materials lag in der Vakuole eine verhiltnis- 
maftig grofe, stark lichtbrechende Kugel mir unbekannter chemischer Natur. 
Sie speichert Cresylechtviolett mit intensiv reinblauer Farbe, vorziiglich 
im Bereich von pH 7—10, wahrend sie bei pH3,1 und 4,8 noch ungefarbt 
blieb. Mit Brilliantcresylblau lassen die Kugeln sich tiefblau ausfirben, 
wahrend der Zellsaft griinlich gefarbt ist. Mit Neutralrot farben sie sich 
purpurn. 
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Die gleiche homogene Blaufirbung der Zellsaifte der Epidermis aft sich, 
wie bereits erwahnt, bei Evonymus japonica erzielen; nur daf hier die 
SchlieBzellen sich in Farbton und Sattigung nicht von den Epidermiszellen 
unterscheiden. 


Ganz anders verhalten sich die Zellen der Stengelepidermis einiger La- 
biaten. Es treten hier mit Cresylechtviolett innerhalb eines Schnittes Fir- 
bungsunterschiede auf, die mit den herkémmlichen Hellfeldfarbstoffen an- 
sonsten noch nicht erzielt worden sind. Im Sommer untersuchte Schnitte 
ergaben ein besonders buntes, farbenprachtiges Bild. Mehr oder weniger 
rein blaue Zellen liegen mit violetten und purpurroten gemischt bunt- 
scheckig untereinander. Dazwischen treten auch, vor allem in der Um- 
gebung der Stomata, einzelne leuchtend zinnoberrot gefiarbte Zellen auf. 
Die Schliefzellen unterscheiden sich von den sonstigen blauen Epidermis- 
zellen durch einen leichten Griinstich. Oft hat man den Eindruck, dal die 
Oberhautzellen, die an eine Haarbasalzelle grenzen, weniger stark gefarbt 
seien als die iibrigen Zellen; als hatten die satt gefarbten Basalzellen den 
verfiigbaren Farbstoff an sich gerissen. 

Wie bereits angedeutet, fanden sich bei Ballota auch leuchtend diffus rot 
gefarbte Zellen mit einem unmerklichen Stich ins Gelbe, so daf ich sie, wie 
erwahnt, als zinnoberrot gefiarbt bezeichnen miéchte. Diese Erscheinung 
konnte bei einem pH von 7—10 beobachtet werden. Sie ist wohl patho- 
logischen Charakters; denn diese roten Zellen sind im Gegensatz zu den 
blauen, lila, violett und purpurrot gefirbten nicht plasmolysierbar. Beob- 
achtet wurden die roten Zellen erstmalig bei der Ballota, wo sie sich un- 
regelmalig einzeln oder zu wenigen vereinigt zwischen den itibrigen bunt- 
gefarbten Zellen fanden, wobei die Umgebung der Stomata bevorzugi er- 
schien. Die gleichen roten Zellen, in gleicher Verteilung, bei geringerer 
Buntheit des sonstigen Bildes, fanden sich noch bei Brunella alba und 
Clinopodium vulgare, wahrend ich an (unfrischen) Ozymum basilicum 
und Stadiys siloatica zwei Objekte fand, bei denen die gesamte Epidermis 
dieses feurige Rot zeigte. Das Auftreten dieser roten Zellen erscheint dem- 
nach eine Besonderheit der Labiaten zu sein. Wenigstens konnten sie noch 
bei keiner anderen Familie beobachtet werden. Allerdings fanden sich 
auch Labiaten, die keine soichen Zellen zeigten. 

Eine weitere sehr instruktive und dankbare Versuchspflanze ist die ge- 
meine Melde, Atriplex patulum. Flachenschnitte von der Stengeloberhaut. 
in Cresylechtviolett gefarbt, bieten ein ahnlich buntes Bild wie die von 
Ballota. Wieder finden sich blaue, hell- und dunkelviolette Epidermis- 
zellen im bunten Wechsel. Die Schliefzellen sind an den unbeschidigten 
Stellen satt oder himmelblau gefarbi und von Nebenzellen von gleicher 
Farbe umgeben, so daf sich um die Stomata Nester von blauen Zellen 
gruppieren. 

Bei Atriplex patulum sind also die Zellsafte von Epidermis und Schlief- 
zellen nach Farbton und_Sattigung identisch blau gefarbt, wahrend bei 
Ballota nigra, wie bereits oben erwihnt, die SchlieBzellen nicht nur we- 
niger satt, sondern auch durch einen leichten Griinstich im Farbton differen- 
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ziert sind. Auch bei Nuphar pumilum waren die Schliefizellen heller und 
ungesiattigter blau als die Epidermiszellen (vgl. Drawerts Beobachtungen 
an Tradescantia virginica nach Toluidinblaufarbung 1941, S. 313). Im Gegen- 
satz dazu fanden sich bei Allium sativum und Medicago sativa Schliel- 
zellen, die wesentlich satter tingiert waren als die iibrige Oberhaut. 

In Blattflichenschnitten von Evonymus und Nuphar aus gleichartigen 
Zellen zeigten nach der Farbung die Zellen im Innern blaue Zellsafte, rings- 
um lag ein Ring violett gefarbter, welche dem Schnitt-, bzw. Wundrand 
folgen. Stets ist hier die zentrale blaue Flache des Schnittinneren von einem 
violetten Saum von Randzellen umgeben. Belaft man. nun solche Schnitte 
in der entsprechenden Pufferlésung, so wird der violette Saum immer 
breiter, schlieBlich finden sich im Innern nur noch einige wenige blaue 
Zellen, bis nach langerer Zeit, eventuell einigen Tagen, auch diese ver- 
schwunden sind. Bei den violetten Zellen handelt es sich ersichtlich um 
irgendeine Form der Schidigung, die solchen Erscheinungen der ,.Zonung~ 
zugrunde liegt. 

Es war reizvoll, den Farbumschlag der Zellsaifte von Blau nach Violett 
im Mikroskop unmittelbar mitanzusehen. Ein Schnitt von der Blattober- 
seite von Allium cepa zeigte nach 35 Stunden nebst blauen SchlieBzellen 
noch 15 nahe beisammen liegende blaue Epidermiszellen; der Rest war 
bereits violett verfarbt. Diese Zellen wurden nun im Mikroskop unter 
Deckglas laufend beobachtet. Sie farbten sich allmihlich rétlich, langsam 
und fast unmerklich, so daf diese leichte Farbtonanderung nur dadurch 
erkannt werden konnite, daft die Verfarbung nicht gleichzeitig bei allen 
Zellen einsetzte. Wahrend der Verfarbung schieden sich im Zellsaft kleine 
dunkle Entmischungskérnchen des Farbstoffes ab, die zunichst deutliche 
B.M.B. zeigten. Die im gesunden Zustand gleichmifig diffus blau ge- 
farbten Zellen waren so auch allmahlich triiber geworden und hatten schlief- 
lich den gleichen rotvioletten Farbton wie die Masse der bereits verfarbten 
Zellen. Nach % Stunden war in diesem Schnitt keine blaue Zelle mehr 
iibrig. Der Prozef{ mag durch die Bedingungen des Schnities unter Deck- 
glas beschleunigt worden sein, diirfte aber auch bei Belassen des Schnittes 
in der Pufferlésung nur langsamer, aber grundsiatzlich gleich ablaufen. 

Schon in der ersten Mitteilung (Héfler und Stiegler 1947) wurden 
ihnliche Farbunterschiede an mit Cresylechtviolett behandelien Blatt- 
flachenschnitten von Allium sativum beschrieben. Auch dort hatten die nor- 
malen Zellen einen blauen Zellsaft, wahrend sich am Wundrand roitlila 
larbungen fanden. In diesen Zellen war aber das Plasma tot und es waren 
nur isolierte, iiberdauernde Vakuolenblasen. von Tonoplasten umkleidet, 
iibriggeblieben. Hier fiihrte also das Cresylechtviolett zu einer Differen- 
zierung der Tonoplasten-Zellsifte. Von keinem basischen Vitalfarbstoff 
scheint bisher Ahnliches beschrieben worden zu sein. 

Im allgemeinen sind die SchlieBzellen resistenter und lebenskraftiger als 
die iibrigen Zellen der Epidermis. Vielleicht liegen sie auch geschiitzter. 
Beinahe an allen Objekten konnte diese Erscheinung beobachtet werden. 
Wenn die gewohnlichen Epidermiszellen bereits nekrotisch sind, zeigen die 
Schliezellen meist noch den blauen Zellsaft der gesunden, lebenden Zellen 
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und heben sich im Mikroskop dann deutlich aus ihrer violetten oder rosa 
Umgebung ab. Bei griinen Blattern von Allium cepa und sativum kann diese 
Erscheinung besonders anschaulich gezeigt werden. Zieht man die Epidermis 
in einem diinnen Hautchen ab, so da das Praparat nur eine Zellschicht 
dick ist, so heben sich die blauen SchlieRzellen scharf kontrastiert von der 
einheitlich rosa gefarbten Umgebung der offenbar leicht geschidigten Epi- 
dermiszellen ab. 

Wihrend die Zellsifte der von mir gepriiften Epidermiszellen mit 
Cresylechtviolett Vakuolenkontraktion nicht erkennen liefen, zeigten die 
der lebenden Schliefzellen oft diese Erscheinung (vgl. Weber 1930). Vor 
allem bei Atriplex patulum erfolgt (bei pH8) regelmafig und in iiber- 
raschend gleichmakiger Ausbildung eine Vakuolenteilung der Schliefzellen. 
Es bilden sich zwei Kugeln, die an den Polen der Zellen gelagert siad. 
Das voluminése Cytoplasma erfiillt homogen den mittleren Teil der Zelle 
und bleibt dauernd ungefarbt. 

Die Ausscheidung von Farbstoffkugeln, Kérnchen und Kriimeln war bei 
allen Objekten, mit Ausnahme von Nuphar pumilum, eine regelmafkige Er- 
scheinung. In den Epidermiszellen von Ballota nigra (pH 8,2) lie sich auch 
erkennen, daf} der Farbion der Entmischungskugeln dem jeweiligen Farbton 
des Zellsafies folgt. Liegen bei einem solchen Schnitte Zellen mit blauen 
und mit hellvioletien Zellsiften nebeneinander, so war in den blauen 
Zellen die Enimischungskugel blau, in denen mit violettem Zellsaft violett. 
Erwahnt sei noch, daf in purpurroten Epithelzellen einer Scabiosa bei 
pH 8,22 feuerrote Entmischungskugeln auftraten. Sonst fiihrte in den mei- 
sten Fallen die Farbung mit Cresylechtviolett. vor allem bei einer mehr oder 
weniger starken Uberfairbung, zu einem feinkriimeligen Niederschlag des 
Farbstoffes in der Vakuole. Diese Kriimeln waren meist so dunkel, fast 


schwarz, daf der Farbton nicht oder nicht mit Sicherheit erkannt werden 
konnte. 


Zusammenfassung 


Um Cresylechtviolett als Vitalfarbstoff fiir Pflanzenzellen abschliefend 
zu charakterisieren, lassen sich folgende Ergebnisse nennen: 


1. Reine Zellulosewande farben sich oberhalb des Entladungspunktes 
elektroadsorptiv rosa, nach Farbion und Sattigung an die Zyklamenbliite 
erinnernd. 

Ligninwande (und mitunter das unmittelbar anschliefende Parenchym) 
farben sich satt violettblau, bei niedrigem pH (um 2), bei dem die meisten 
iibrigen Gewebe iiberhaupt noch keine Farbe annehmen, jedoch stahlblau. 
Diese violette, bzw. blaue Membranfarbung ist mit CaCl, nur unvoll- 
kommen oder nicht auswaschbar; beruht also nicht auf Ionenadsorption. 

Im iibrigen weist die Farbe von Objekt zu Objekt und von Gewebe zu 
Gewebe stark verschiedene Nuancen auf, besonders Stengelquerschnitte 
geben eindrucksvoll differenzierte Bilder. 


2. Besonders mannigfaltig ist die Farbung der Trichome. Es itreten 
Farben von zarten, mit CaCl, leicht auswaschbaren Rosa, bis zum ionen- 
resistenten Schwarzviolett auf. Ein Sonderverhalten zeigen in den meisten 
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Fallen die Membranen der Basalzellen und Basalplatten mehrzelliger Haare, 
(z. B. Ballota nigra), die den Farbstoff an sich reifen und sich elektiv dunkel- 
violett farben. Auch hier ist um pH 2 reine Blaufarbung zu beobachten. 
Ein gleiches Verhalten zeigen auch die Grundgewebshaare von Nuphar 
pumilum. 

3. Tote, geschrumpfte Protoplaste farben sich triib dunkelviolett, tote 
Zellkerne unter bestimmten Bedingungen, zumal bei niedrigem pH, z. B. bei 
Alliumarten triib blau, bzw. violettblau. 


4. Gewisse volle, d. h. speicherstofffiihrende Zellsaifte ergeben eine rein 
blaue Diffusfirbung, wahrend bei anderen Zellsorten eine hellviolette 
Farbung des Zellsaftes eintritt oder dieser ungefarbt bleibt. 


Blaue Zellsaifte schlagen wihrend der Nekrose der Zelle in ein triibes 
Violett um, doch bleibt bei Eintrocknen des Schnittes (z. B. der Epidermis 
der Blattoberseite von Nuphar pumilum) die reine Blaufirbung des Zell- 
saftes erhalten. Der Zellsaft der Hydropoten von Hydrodharis ist elektiv 
satt violett gefarbt. 
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Einleitung 


Die zellphysiologische Forschung arbeitet seit zwei Jahrzehnten in ver- 
schiedenen Richtungen. Weber setzte 1929 ein Teilziel: Die protoplasma- 
tische Anatomie. Die zellphysiologische Verschiedenheit bei morphologi- 
scher Gleichheit einzelner Gewebe wird zum Gegenstand der Untersuchung. 
Ein anderes Teilziel stellte sich die vergleichend zellphysiologische Be- 
trachtung von Pflanzen verschiedener systematischer Einheiten: Die ver- 
gleichende Protoplasmatik (Héfler 1932). Angeregt durch vergleichende Un- 
tersuchungen der osmotischen Resistenz an Meeresalgen durch Héfler 
(1930, 1932), kam Biebl, ebenfalls nach zellphysiologischen Untersuchungen 
an Algen (1937, 1938, 1939a), zum Begriff ..Protoplasmatische Okologie™ 
(1939b). In vielen Fallen gelingt es dieser Arbeitsrichtung, auf Grund 
von ,,den Standorten entsprechenden Resistenzen ... dkologische Gruppen 
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zusammenzufassen und das Vorkommen, bzw. Fehlen bestimmter Pflan- 
zen in einem gegebenen Lebensraum mit ihren Plasmaeigenschaften in 
Einklang zu bringen“ (Biebl 1947). In diese Richtung weisen auch die 
dkologischhen Arbeiten von Montfort an Algen (1937), an Halophyten 
(1926) und von Iljin ebenfalls an Halophyten (1932a). 

Pflanzengesellschaften, deren Zusammensetzung in auffallender Weise 
von der physikalisch-chemischen Beschaffenheit des Bodens abhingt, sind 
z. B. die Halophyten- und die Ruderalpflanzen. 

Die Halophyten sind sowohl morphologisch als auch zellphysiologisch 
zum Teil recht eingehend untersucht worden (z. B. Stocker 1924, 1925). 
Dabei scheint es, als ob sich die Eigenart der Salzpflanzengesellschaft eher 
zellphysiologisch-ékologisch charakterisieren liefe als morphologisch (vgl. 
Iljin 1932a, 1955). 

Als Ruderal- oder Schutipflanzen werden gewoéhnlich die Mitglieder 
jener Pflanzengeselischaften bezeichnet, die in der Nahe menschlicher Sied- 
lungen auf Schuttplatzen, Miill- und Komposthaufen, an Strafen, Ziunen 
oder Ackerrandern zu finden sind. Diese Gruppe ist wohl nicht so einheit- 
lich wie die der Halophyten anzusehen; es ist richtig, dafé die meisten von 
ihnen nitratliebend sind, weshalb man sie oft auch in ihrer Gesamtheit 
..Nitrat- oder Salpeterpflanzen™ nennt. Daf diese Bezeichnung nicht immer 
ihre Berechtigung hat, mag daraus hervorgehen, dafi keineswegs jeder von 
Ruderalpflanzen besiedelte Standort besonders stickstoffreich sein mufi. 
Vergleichende zellphysiologische Arbeiten iiber Nitratpflanzen liegen noch 


nicht vor. 


Es wurde mir die Aufgabe gestellt, das zellphysiologische Verhalten der 
Ruderalpflanzen gegeniiber Nitraten im Vergleich zu Wiesenpflanzen zu 
untersuchen und wenn méglich eine zellphysiologisch-dkologische Charak- 
terisierung zu geben. Das allgemeine zellphysiologische Schrifttum sowie 
das tiber Halophyten gaben mir viele Hinweise. 

Die vorliegende Arbeit bringt den ersten Teil der Dissertation (ergiinzt durch 
neuere Untersuchungen iiber Chloridresistenz); der zweite Teil befaftt sich mit der 
Nitratpermeabilitét der Nitratpflanzen und soll zu einem spateren Zeitpunkt ver- 
6ffentlicht werden. ; 

Herrn Prof. Dr. R. Biebl méchte ich fiir die Stellung des Themas, fiir die 
stindige Leitung und Férderung der Arbeit und Herrn Prof. Dr. K. Héfler fiir 
viele wertvolle Ratschlage meinen ergebensten Dank aussprechen. Fiir Hinweise 
theoretischer und praktischer Art bin ich auch Herrn Doz. Dr. L. Hofmeister 
auferordentlich dankbar. Herrn Prof. Dr. J. Kisser bin ich zu Dank verpflichtet, 
daf ich einen Teil meiner Untersuchungen auch an seiner Lehrkanzel an der Hoch- 
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schule fiir Bodenkultur durchfiihren durfte. 


Material und Methodik 


Es wurden Stengelepidermis- (vereinzelt auch Subepidermis-) Zellen untersucht; 
bei Brassica oleracea var. gongylodes, Anthriscus siloester und Chenopodium Bonus- 
Henricus wurden auch Blattstielepidermen verwendet. Die Epidermen wurden mit 
der Pinzette abgehoben (nicht abgerollt); wenn dies nicht méglich war, wurden 
mit Hilfe einer Rasierklinge zwei bis drei Zellagen dicke Sdinitte angefertigt. 

Die ausgewahlten Pflanzen, die im folgenden Abschnitt naher charakterisiert 





HORT EEE 














Zellphysiologische Resistenzuntersuchungen 509 
werden, stammten von natiirlicdien Standorten. Sie wurden nur wahrend der Bliite- 
zeit gesammelt. 

Zur Herstellung der Lésungen wurde anfangs einfach und spiter doppelt de- 
stilliertes Wasser genommen. Die Verwendung von Leitungswasser war unméglich, 
da dieses zur Zeit der Versuche stark mit desinfizierenden Mitteln versetzt war. 
Die vorhandenen Reagentien waren z. T. reinste Priparate (von E. Merck und Heil- 
mittelwerke Wien). Es wurden ein- bzw. zweimolare Liésungen hergestellt, die dann 
auf die entsprechenden Konzentrationen verdiinnt wurden. In Vorversuchen erwies 
sich eine elfstufige Konzentrationsreihe als gerade ausreichend, um eine Ubersicht 
der Resistenz zu erhalten. Es wurden reine KNO,-, reine Ca(NO,),-Lésungen und 
Mischlésungen im Verhiltnis 9:1 verwendet; die Resistenzversuche gegeniiber 
Chloriden wurden mit KCl-, CaCl,- und Mischlésungen im Verhiltnis 9:1 durch- 
gefiihrt. Die Plasmolyse-Resistenz gegen Nitrate und Zucker zeigte deutliche Unter- 
schiede. Anfinglich wurde Livulose, spaiter Glukose verwendet; ein unterschied- 
liches Verhalten der Zellen gegen die beiden Zucker konnte nicht festgestellt werden. 

Die osmotischen Werte wurden mittels der grenzplasmolytischen Methode an- 
niherungsweise bestimmt. 

Die Frage, ob Schnitte gewiissert werden sollen oder nicht, wird in der Literatur 
verschieden beantwortet (Fittin g 1915, Héfler 1918, 1919, Weber 1924, Prat 
1927, Kaczmarek 1929, Kiister 1929b, Albach 1930, Eichberger 1934). Ich 
habe einen Mittelweg gewahlt und die Epidermen nach einhalb- bis dreistiindiger 
Wiasserung in die Liésungen der Resistenzversuche eingelegt. Bei den Versuchs- 
pflanzen konnte ich wihrend der Wasserungszeit keine schidigende Wirkung fest- 
stellen. Viele Nitratpflanzen ertrugen auch eine langer dauernde Wisserung ohne 
merkliche Schadigung. Alle Schnitte wurden entliiftet. Neben den Schnitten in den 
Salzlésungen wurden auch immer mehrere Schnitte in destilliertem Wasser iiber 
dieselben Zeitriume untersucht, um etwaige Schidigungen, die nicht auf die Salz- 
einwirkung zuriickzufiihren waren, dadurch erkennen zu kénnen, 

Ob die plasmolysierten oder deplasmolysierten Zellen noch lebten, war oft auf 
den ersten Blick nicht festzustellen. Konnte man sich nicht durch Beobachtung der 
Brownschen Molekularbewegung oder an Koagulationserscheinungen in Kern oder 
Plasma vom Lebenszustand der Zellen iiberzeugen, so wurden diese mit einer oder 
stufenweise mit mehreren, niedriger konzentrierten Zuckerlésungen deplasmo- 
lysiert und darauf nochmals mit einer stark hypertonischen Lésung plasmoly- 
siert (Plasmolyse als Lebensreaktion nach Schneider, 1925). Anthocyan-gefarbte 
Protoplasten sind noch kein unbedingt zutreffendes Lebensmerkmal, denn schon 
Doring (1932), Héfler (1934b), Iljin (1935b) erkannten, daf auch der Tono- 
plast noch Farbstoffe zuriickzuhalten vermag. Ist der Zellsaft nicht gefarbt, so kann 
man (vgl. z. B. [ljin 1935b) eine halbe Stunde vor der Untersuchung etwas Neutral- 
rotlésung (1: 10.000) zusetzen: Nach dieser Zeit tritt meist in den lebenden Zellen 
eine sehr schéne Vitalfarbung ein, wahrend die toten Zellen den Farbstoff nicht zu 
speichern vermégen. 

Im Normalfall wurde ein und derselbe Schnitt innerhalb 48 Stunden unter- 
sucht. Um in unklaren Fallen auch schon nach 24 Stunden eine Lebensreaktion 
durchfiihren zu kénnen, wurden zumindest in den héheren Konzentrationen jeweils 
zwei Schnitte eingelegt. Bei einer gleichzeitigen Untersuchung von vier bis fiinf 
Pflanzen befanden sich oft acht bis zehn Schnitte untergetaucht in 10-cm*-Lésung, 
eine Zahl, die nach Kunkel (1927), Kemmer (1928) und Albach (1930) gerade 
noch tragbar ist. Waren in einem Schnitt mehr als 25% der Zellen tot, wurde er 
entfernt. Ferner wurde darauf geachtet, da immer Nitrat- und Wiesen- bzw. 
Kulturpflanzen untersucht wurden, um durch aufere Einfliisse miflungene Versuche 
schneller erkennen und wiederholen zu kénnen. 











510 





E. Lindner 


Als stérende Aufenfaktoren, die anfangs manche Versuchsreihe mifgliicken 
lieBen, kamen folgende Einfliisse in Betracht: Die sehr heifen Sommertage der 
Jahre 1946, 1947 und 1949 bewirkten oft eine abnormale Temperaturerhéhung der 
Lisungen, die in fast allen Schnitten wahrscheinlich eine pathologische Permeabilitit 
hervorrief und die Zellen zum Absterben brachte (s. auch Kaho 1926, Eichberger 
1934). Ich verschob deshalb die Untersuchung oft in die spaten Abendstunden 
und lie® die Schnitte in der iibrigen Zeit im Eiskasten bei einer Temperatur von 
13 bis 15°C stehen. Dadurch gelang es mir auch, die schnelle Entwicklung ein- 
geschleppter Pilzsporen zu verhindern, was sonst in Zuckerlésungen kaum méglich 
gewesen wire. Der damit verbundene Lichtentzug scheint sich nicht ausgewirkt 
zu haben. 

Bei den Epidermen der untersuchten Pflanzen wurde jedesmal mittels Dipheny]- 
amin-Sciwefelsiure der Nitratnachweis versucht. Auch mittels der Bruzin-Methode 
fiihrte ich einige Male den Nachweis durch, doch schien mir, daf die Diphenylamin- 
Reaktion deutlicher und schneller eintritt. Schon Molisch (1883, 1887) untersuchte 
mittels dieser beiden Methoden eine gréfere Zahl von Pflanzen und konnte fest- 
stellen, da& die Ruderalpflanzen am meisten Nitrat enthalten. Uber die Methodik 
des Nitratnachweises sind auch in Molischs Mikrochemie (1923) und Kleins 
Handbuch der Pflanzenanalyse (S. 77) weitere Hinweise zu finden. 


Die Versuehspflanzen und ihre Standorte 


Die Nitratpflanzen stellen den gréften Prozentsatz der unter dem Be- 
griff Ruderalpflanzen zusammengefaftten Unkriuter dar. Marthaler 
(1957) kommt auf Grund seiner Untersuchungen zu der Feststellung, dal 
die Ruderalpflanzen zur normalen Entwicklung nicht, wie man annehmen 
kénnte, grofe Mengen von Nitraten benétigen, sondern daf sie mit verhalt- 
nismaig geringen Stickstoffmengen auskommen. Der Stickstoff muf fer- 
ner nicht in Nitratform vorliegen, es kann auch das Ammoniumsalz, be- 
sonders von jungen Pflanzen, auferordentlich gut und oft sogar besser ver- 
wertet werden. Das charakteristische Merkmal scheint jedoch ihre Resistenz 
gegeniiber héheren Nitratkonzentrationen zu sein, wie sie anderen Pflanzen 
nicht zukommt. 

AuBerdem gibt es fiir diese Pflanzen wenig Umweltbedingungen, die ihnen 
gefahrlich werden kénnien, denn sie besiedeln Boden mit den verschiedensten pH- 
Werten und Nihrstoffgehalten, sie passen sich schlechten Witterungsverhaltnissen 
an, sie iiberstehen Verstiimmelungen dank ihres Regenerationsvermégens und der 
Vermehrungsméglichkeit durch unterirdische Organe leichter als andere Pflanzen, 
und sie produzieren nicht zuletzt eine ungeheure Menge Samen, die wieder auf 
allen méglichen Platzen zur Keimung kommen kénnen: Sie sind die typischen und 
deshalb so gefiirchteten Unkrauter. 

Unter den Unkriutern gibt es eine geniigend grofe Anzahl richtiger 
Nitratpflanzen (Zusammenstellung bei Linstow 1929). Die in den folgen- 
den Abschnitten aufgezihliten Versuchspflanzen stammten von vier Stand- 
orten, die mit Grofbuchstaben hinter den Pflanzennamen in den Tabellen 
angegeben sind. 

Platz A: Das Gelande um einen der wenigen, noch nicht zugeschiitteten 
Bombentrichter im Wiener botanischen Garten, in dessen Umgebung sich 
bis zum Jahre 1946 eine charakteristische Ruderalflora angesiedelt hat. 
Platz B: Beete im Garten der Hochschule fiir Bodenkultur (Wien). 









PEAT ea 











nh 











Zellphysiologische Resistenzuntersuchungen 511 


Platz C: Wiesen im Garten der Hochschule fiir Bodenkultur (Wien). 

Platz D: Praterwiesen. 

Ks folgen nun die Bodenuntersuchungen auf den Stickstoffgehalt von den 
Standorten A, B und C, von wo die meisten Versuchspflanzen stammten; 
fiir die Durchfiihrung der Analysen danke ich Herrn W. Serentschi von 
der Hochschule fiir Bodenkultur herzlichst. 


pH-Wert Gesamt- Ammon- Nitrat- 
Stickstoff in Prozenten 
Platz A 8,0—8,2 0;53 0,009 0,033 
B 7,5—8,0 0,38 0,006 0,012 
€ um 6,5 0,32 0,0035 0,0085 


Nur sehr reiche Ackerbiden haben einen Stickstoffgehalt von iiber 0,3%; 
der Gehalt an Ammoniak bis 0,002%, an Nitrat mit 0,01% ist als normal 
anzusehen (Angaben aus Wiegner, 1926). Es ist also auch der untersuchte 
Wiesenboden (C) recht stickstoffreich. 


Die Resistenz gegeniiber Kaliumlésungen 


a) Allgemeines. 

Es wurde von Dittrich (1930) versucht, eine Beziehung zwischen der 
Nitratspeicherung und der Prefsaftaziditit pflanzlicher Gewebe her- 
zustellen. In einer spiateren Arbeit erklart sich Pfeiffer (19352) damit nicht 
cinverstanden; er fiihrt eine Reihe von Pflanzen an, die Nitrat in Spuren 
oder bis zu 32% enthalten und trotzdem die gleiche Aziditaét aufweisen. 

Man kénnte ferner vermuten, da die Ruderal- und besonders die Sal- 
peterpflanzen einen bedeutend héheren osmotischen Wert besitzen und 
deshalb auch die Salzkonzentrationen der nitratreichen Béden besser er- 
tragen. 

Werden Schnitte in reine Kaliumsalzlisungen eingelegt, so bedeutet das 
Auftreten von Kappenplasmolyse eine gewisse Schidigung (Héfler 1928, 
1954b, 1939). 


b) Resistenz gegeniiber KNO, (Tab. 1, 2). 

Um grenzplasmolytisch den osmotischen Wert feststellen zu kénnen, 
habe ich die Epidermen der Versuchspflanzen ca. 10—20 Minuten in die 
Lésung eingelegt und sofort das erstemal untersucht. In den folgenden 
Tabellen sind die Ergebnisse der Resistenzversuche ungefahr nach steigen- 
dem osmotischen Wert geordnet; die Konzentration, bei der Grenzplasmo- 
lyse beobachtet wurde, ist mit zwei dicken Strichen markiert. Ein Vergleich 
der Nitrat- mit den Wiesenpflanzen zeigt, dal} hier wie dort die durch- 
schnittlichen Werte um 0,3—0,4 mol KNO, liegen; auch die Kulturpflanzen 
fallen nicht aus diesem Rahmen. Es besiehen also keine grundsiatzlichen 
Unterschiede. Alle Schnitte wurden nach 24 Stunden das zweitemal und 
nach 48 das drittemal mikroskopisch untersucht. Das Vorhandensein von 
Plasmolyse wurde nach 24 Stunden in der ersten Zeile, nach 48 Stunden in 
der zweiten Zeile durch Punktierung angedeutet. Teilweise Punktierung 
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eines Feldes soll andeuten, daft bei dieser Konzentration nicht alle Zellen 
plasmolysiert waren. Es ergab sich namlich im Laufe der Untersuchungen, 
daB die Zellen der Nitratpflanzen fast ausnahmslos innerhalb der 
ersten 24 Stunden in den schwach hypertonischen reinen 
Kaliumnitratlésungen vollstandig deplasmolysierten, so daf 
sich in den meisten Fallen eine Erhéhung des osmotischen Wertes um 
0,15—0,20 mol KNO, ergab; einige typische Nitratpflanzen, wie Cheli- 
donium majus, Atriplex hortense, Galinsoga parviflora, Leonurus Cardiaca, 
die Chenopodium-Arten, Ballota nigra zeigten sogar eine Erhéhung um 
0,25—0,40 mol KNO,! Es lag schon nach den anfanglichen Versuchsergeb- 
nissen die Vermutung nahe, daft es sich dabei um eine Aufnahme der Salze 
handeln diirfte, die zumindest innerhalb der nachsten 24 und 48 Stunden 
wenig schadlich sei. Besonders auffallend waren die nach 20 Minuten 
grenzplasmolytischen Werte bei Ballota nigra und Chenopodium album 
von ca. 0,85 mol KNO,; die Nachpriifung mit Zucker gab aber bedeutend 
niedrigere Werte (Abschnitt VI), vgl. die Umrechnung bei Beck (1927). 
Die wahrscheinlich richtigen, grenzplasmolytisch aber nicht zu bestimmen- 
den Werte diirften bei beiden Pflanzen um 0,5 mol KNO, liegen; da sie in 
der reinen KNO,-Lésung nicht beobachtet werden konnten, habe ich sie 
in den Tabellen strichliert eingezeichnet. Es waren nun zwei Annahmen 
moglich: Entweder rief die Salzaufnahme bereits innerhalb der ersten 
20 Minuten Deplasmolyse hervor oder es war die Permeation des Salzes so 
grok, da eine Plasmolyse iiberhaupt nicht erfolgen konnte. 

Um bei den erwahnten Versuchspflanzen eine eventuell sehr schnelle 
Plasmolyse und Deplasmolyse beobachten zu kénnen, brachie ich mehr- 
mals die Schnitte auf dem Objekttriager direkt in die Lésungen. Es gelang 
mir nur in wenigen Fallen und nur bei bereits starker hypertonischen 
Lésungen, itiberhaupt Plasmolyse zu erzielen, die dann, je weniger stark 
die Abhebung war, um so schneller wieder zuriickging; die Abhebungen 
waren meistens nur an den Schnittraindern (selbstverstandlich in nicht- 
geschadigten Zellen) zu bemerken, in der Mitte des Schnittes kam es gar 
nicht dazu. 

Daf es bei Chenopodium album und Ballota nigra in den schwicher 
hypertonischen Lésungen tatsachlich nicht zur Plasmolyse kam, beweist 
auch folgende Tatsache: Bei jenen Versuchspflanzen, die nach 10—20 Mi- 
nuten Grenzplasmolyse zeigten, aber innerhalb 24 Stunden deplasmoly- 
sierten, war regelmaffig Plasma-Systrophe (Kiister 1910, 1929a, 1935) zu 
sehen. Bei den beiden vorher erwahnten Pflanzen war dies niemals in den 
schwacher hypertonischen Liésungen der Fall, also waren die Zellen an- 
fanglich auch gar nicht plasmolysiert. Ahnliche Verhialtnisse zeigten sich 
bei Chenopodium Bonus-Henricus in jenen Zellen, die in den schwach 
hypertonischen Lésungen ebenfalls iiberhaupt nicht plasmolysierten. Nach 
Germ (1932—1934), der die Erscheinung der Systrophe genau untersuchte, 
tritt diese ja auch als Folgeerscheinung der Protoplastenabhebung und 
nicht als Reaktion auf eine Anderung des osmotischen Wertes ein. Auch 
der Ansicht, daff das Auftreten der Plasmasystrophe als Zeichen einer 
schonenden Plasmolyse aufzufassen sei, kann ich nur beistimmen; denn es 
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zeigte sich oft folgendes: Horte in den Zellen einer Versuchsreihe, die in den 
aufsteigenden Konzentrationen dauernd Systrophe zeigten, plétzlich diese 
Erscheinung auf, dann war wenigstens schon in der nachst héheren Kon- 
zentration eine Schadigung zu bemerken oder nach weiteren 24 Stunden 
waren dieselben Zellen tot. Da die Plasmasystrophe nach langeren Plas- 
molysezeiten einheitlich in allen Zellen aufiritt, kann ihre Auflésung in 
vielen Resistenzversuchen gleichsam als ,,Warnungssignal” dienen. 

Aus der Zeichenerklarung zu Beginn der Tabellen geht ferner hervor, 
dai, wenn mehr als 23% der Zellen tot waren, das Zeichen + gesetzt und 
damit die Resistenzgrenze bezeichnet wurde. Diese lag nun, wie aus 
den Tabellen leicht ersichtlich ist, bei den Nitratpflanzen bedeu- 
tend héher als bei den Wiesenpflanzen. Auch jene Kulturpflanzen. 
die nitratliebend sind, und mehr oder weniger Nitrat in ihren Epidermis- 
zellen zu speichern vermégen, zeigen eine bedeutend héhere Resistenz als 
z. B. die untersuchten Leguminosen, bei denen in den Epidermiszellen mit- 
tels der Diphenylamin-Reaktion kein Nitrat nachgewiesen werden konnte. 
Die einzige Ausnahme stellt Phaseolus coccineus dar: Trotz Vorhandensein 
von Nitrat in den Epidermiszellen war die Resistenz gegeniiber reinen Ka- 
liumlésungen gering. Die Ursache dafiir ist nicht nur in einer erhéhien 
Plasmolyse-Empfindlichkeit (Abschnitt V und VI), sondern anscheinend auch 
in jener Tatsache zu suchen, die der Praxis bekannt ist, daB diese Pflanze 
eine Diingung mit frischem Stallmist nicht vertragt. 

Jene Leguminosen, bei denen ich in der Epidermis kein Nitrat nach- 
weisen konnte, sind ebenfalls verhaltnismaftig empfindlich. Sie verhalten 
sich ebenso wie die Wiesenpflanzen. Fiir alle empfindlichen Pflanzen 
scheint neben dem Nitrat-lon die Anwesenheit des reinen Kalium-Ions 
besonders schadigend zu sein. 

Eine Deplasmolyse iiber mehrere Konzentrationsstufen, wie sie bei den 
Nitratpflanzen iiblich ist, fand sich in meinen Versuchen bei den Wiesen- 
pflanzen und Leguminosen nicht; nur eine Verschiebung um 0,1 mol KNO, 
ist manchmal zu bemerken, hat aber dann recht schadliche Folgen (z. B. bei 
Ranunculus acer, Galium verum, Lotus corniculatus). Es ist dagegen oft 
ein Vorgreifen der Plasmolyse festzustellen. 

Es liegen besonders bei den nitratreichen Pflanzen manche osmotischen 
Werte in der reinen Kaliumnitratlésung etwas zu hoch; selbst wenn diese 
Erhéhung auf eine starkere Permeation und diese wiederum nur auf die 
bloBe Anwesenheit des Kaliums zuriickzufiihren ware, andert das nichts 
an der Tatsache, daft sich die Nitratpflanzen auf jeden Fall bedeutend 
resistenter erweisen. 

Kappenplasmolyse konnte nur in den violetten Epidermiszellen von 
Senecio vulgaris beobachtet werden. Ganz vereinzelt fand ich Kappen- 
plasmolysestadien noch bei Datura Stramonium, Parietaria officinalis, Atri- 
plex hortense, Leonurus Cardiaca, manchmal bei Solanum tuberosum, S. lyco- 
persicum, Medicago sativa und ofter bei Brassica oleracea var. gongy- 
iodes; die Kulturpflanzen scheinen also in dieser Hinsicht empfindlicher zu 
sein (vgl. Tabellen). Bei den Wiesenpflanzen fielen mir diese Stadien 
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sicherlich deshalb nicht auf, weil die meisten Zellen bei der zweiten Unter- 
suchung (nach 24 Stunden) schon in der Nahe der grenzplasmolytischen 
Konzentrationen abgestorben waren. 

Aufquellungen des Zellkernes konnte ich einige Male, besonders bei 
Wiesenpflanzen (Saponaria officinalis und Tragopogon pratensis) fest- 
stellen. 


Zeichenerklirung zu den Tabellen: 
l | Grenzplasmolyse nach 10 bis 20 Minuten. 


Mogliche Grenzplasmolyse, die bei diesen Konzentrationen nur sehr selten 
und nur in wenigen Zellen gesehen wurde, da die Zellen binnen wenigen Mi- 
nuten vollstindig deplasmolysierten. 


giuon 
sone 


Konvexplasmolyse nach 24 bzw. 48 Stunden (St.). 





Kappenplasmolyse. 

—I Lebend, aber etwas geschidigt. 
+ Einzelne Zellen tot. 

+ Mehr als 25% der Zellen tot. 
+ Mehr als 50% der Zellen tot. 


Diphenylamin-Reaktion (D. R.): 
— Keine Blaufarbung. 
+ Schwache Blaufarbung. 
+-+ Starke Blaufarbung. 


c) Resistenz gegenitiber KCI (Tab. 3, 4). 


An einer charakteristischen Auswahl aus den Versuchspflanzen, die in 
ihrem Verhalten gegeniiber Nitraten untersucht worden waren, wurde die 
Resistenz gegeniiber Chloriden festgestellt. 

Bei den Nitratpflanzen liegen die Resistenzgrenzen in KCl- im Ver- 
gleich zu KNO,-Lésungen iiberall niedriger, z.T. recht bedeutend. Die 
Deplasmolysestadien innerhalb 24, bzw. 48 Stunden konnten in héchstens 
0,1—0,2 mol héheren Konzentrationen ab Grenzplasmolyse-Wert gefunden 
werden. Eine einzige Ausnahme macht Urtica dioica, die jedoch bereits in 
der nachsten Konzentrationsstufe abstirbt. Hier und auch bei anderen 
Nitratpflanzen scheint die Deplasmolyse besonders nach 48 Stunden aufer- 
ordentlich schadlich zu wirken, da gewéhnlich schon in der nachsten oder 
zweitnachsten Konzentrationsstufe nach Beginn der Deplasmolyse die Re- 
sistenzgrenze liegt. Eine Auflésung der Systrophe konnte auch hier wieder 
gleichlaufend beobachtet werden. 

Die Vermutung, da bei den Resistenzversuchen mit Nitraten ein 
schnelles Eindringen des Salzes einen hiéheren osmotischen Wert vor- 
tiusche, fand in diesen Versuchen wieder eine Stiitze, da die osmotischen 
Werte bei Grenzplasmolyse in KCl-Lésungen niedriger sind als in KNO,; 
so zeigen auch Ballota nigra und Chenopodium album bei 0,5 mol KCl be- 
reits eindeutig Grenzplasmolyse. Nur bei Chenopodium Bonus-Henricus 
erscheint der osmotische Wert bei Grenzplasmolyse in KCl héher: es ist 
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dies aber wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren, daf hier Epidermiszellen 
des Stengels, vorher aber solche des Blatistiels untersucht worden sind. 

Die Wiesenpflanzen vertragen durchwegs KCl besser als KNO,; die 
Resistenzgrenzen in KCl liegen nur wenig niedriger als jene von den 
Nitratpflanzen. Von den untersuchten Leguminosen zeigen Phaseolus 
coccineus und Lotus corniculatus fast keinen Unterschied gegeniiber 
KNO,, dagegen stirbt Medicago sativa in KCl bedeutend schneller ab. Die 
Epidermen weisen auch hier oft zahlreiche deplasmolysierte Zellen auf: 
eine Deplasmolyse iiber mehrere Konzentrationsstufen und besonders nach 
48 Stunden scheint ebenfalls besonders schidlich zu sein. 

Das Auftreten von Kappenplasmolyse konnte nicht bemerkt werden, 
da diese (siehe oben) besonders bei Kulturpflanzen und einigen anderen 
Versuchspflanzen beobachtet worden war, die diesmal nicht untersucht 
wurden. 


Die Resistenz gegeniiber Mischlésungen 
a) Allgemeines. 


Es wurden bereits sehr viele Untersuchungen iiber das Verhalten von 
Pflanzen (bzw. Pflanzenteilen) in Mischlésungen von Alkali- und Erd- 
alkalisalzen durchgefiihrt. Nicht nur makroskopisch wurde die entgiftende 
Wirkung des Zusatzes der Erdalkalien festgestellt (bei der Vielzahl der 
Autoren wire es ungerecht, blo einige Namen wahllos zu zitieren), son- 
dern es liegen auch geniigend ahnliche Ergebnisse aus zellphysiologischen 
Arbeiten vor. So findet Kaczmarek (1929) die sehr bemerkenswerte Er- 
scheinung, daft die Schuizwirkung des zugesetzten Kalziums (im Mi- 
schungsverhiltnis 1:9) die Lebensdauer der Protoplasten um ein Viel- 
faches verlangern kann; ferner konnte die Erhéhung der Widerstands- 
fahigkeit nur bei einem pH-Wert von ca. 3,4—8 beobachtet werden. Der 
Beginn der Plasmolyse wird durch Kalziumzugabe nicht gehemmt, doch 
soll der Ablauf der Deplasmolyse um so stirker gehemmt werden, je mehr 
Kalzium zugesetzt wurde. 

Nach I]jin (1935a) wirken Kalziumsalze in gréferer Menge fiir manche 
Pflanzen (insbesondere die kalkscheuen) schadlich, fiir andere wieder er- 
weisen sich die Ca-Ionen unschadlich und fiir manch andere Pflanze er- 
héhen sie die Resistenz, bzw. erleichtern die Deplasmolyse. 

In einer anderen Arbeit (1935b) stellt Iljin fest, daf& sich im Prinzip 
der Absterbevorgang gegeniiber reinen Alkalisalzlésungen nicht andere. 

Das erwahnte Mischungsverhiltnis verhindert auch die Bildung von 
Kappenplasmolyse (Héfler 1928, 1934). 

Daf manche Halophyten gegeniiber reinen NaCl-Lésungen aufer- 
ordentlich widerstandsfahig sind, betont bereits I]jin (1932a):; ein ahn- 
liches Ergebnis erhielten Héfler & Weixl-Hofmann (1939) an Suaeda 
maritima, wobei gleichzeitig bei sonst sehr empfindlichen Pflanzen eine be- 
deutend erhéhte Resistenz in Mischlésungen gezeigt werden konnte. 

Der Zusatz von 7/,, Ca-Salz zu °/,, K-Salzlésungen verhindert aber nicht 
das Eindringen der Mischlésung. Auf diese Tatsache weist iibrigens schon 
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Weixl-Hofmann (1930) hin: .,.Wahrend die reine CaCl,-Lésung sonst, 
wie bekannt, nicht osmotisch nachweisbar eindringt, setzen also geringe 
Ca-Dosen, die aber lingst ausreichen, um die Giftwirkung der reinen 
Alkalisalzlésung auszuschalten, die Permeabilitaét des Plasmas fiir KCl 
nicht oder nur wenig herab.” 


b) Resistenz gegeniiber Mischlésungen aus KNO, und 
Ca(NO,), im Verhaltnis 9:1 (Tab. 5, 6). 

Bevor ich mit der Besprechung der eigenen Versuche beginne, médhte ich darauf 
hinweisen, da das verwendete Kalziumnitrat in einigen Versuchen nicht den zu 
fordernden Bedingungen entsprach (die Reagentien waren nicht ,,reinst“ und wiesen 
vor allem einen schwankenden Wassergehalt auf), so daf die Mischlésung — wie 
ich spater vergleichend feststellte — einige Male um zirka 0,05 mol konzentrierter 
war als die reine KNO,-Lésung. Dadurch ergaben sich vereinzelt Abweichungen 


bei der grenzplasmolytischen Bestimmung des osmotischen Wertes. Die Resistenz- 
verhaltnisse als solche bleiben charakteristisch. 


Die Nitratpflanzen und die nitratreichen Kulturpflanzen zeigen wenig 
Verinderung: Bei einigen verschiebt sich durch den Zusatz des Kalzium- 
salzes wohl die Resistenzgrenze nach oben, bei einzelnen sinkt sie wieder 
etwas ab, doch im groffen und ganzen bleibt sie gleich. 

Die Resistenz bei den Wiesenpflanzen und Leguminosen, die kein Nitrat 
enthalten, hat sich jedoch ziemlich bedeutend erhéht. Bei den meisten 
Pflanzen betriaigt die Resistenzerhdhung mehrere Konzentrationsstufen; 
sogar die beiden empfindlichsten Pflanzen (Artemisia vulgaris und die 
nitrathaltige Phaseolus coccineus) zeigen diese. Erhalten bleibt aber die 
Anfalligkeit bei langerer Einwirkungszeit: Bei den meisten Wiesen- und 
Kulturpflanzen sinkt die Resistenz zwischen 24 und 48 Stunden oft um 
0.2—0.3 mol. 

Ich habe schon im vorigen Abschnitt auf den Einwand hingewiesen, dal 
die reine Alkalisalzlésung blo durch ihre Anwesenheit eine pathologische 
Permeation hervorrufen kénnte. Ware das der Fall, so diirfte in der Misch- 
lésung kein Eintritt des Salzes und somit keine Deplasmolyse erfolgen. 
Wie man aus dem Beginn der Schraffierung in den Tabellen leicht ersehen 
kann, ist dies bei den Nitratpflanzen nicht der Fall; denn sie zeigen 
weiterhin deutlich die Permeationseigenschaften. 

Die bei einigen Objekten in reiner Kaliumnitratlésung beobachieie 
Kappenplasmolyse konnie hier nicht aufireten, da die Lésungen ja ge- 
niigend aquilibriert waren. 

Aus den Tabellen ist weiterhin zu ersehen, daf von den nitratarmen 
Wiesen- und Kulturpflanzen eine stattgefundene Permeabilitait bedeutend 
besser ertragen wird und sich somit die Resistenzgrenzen weiter nach oben 
verschieben. 

Die Epidermen der Leguminosen verhalten sich, je nachdem, ob sie 
nitratreich oder -arm sind, nicht anders als die der iibrigen Pflanzen; der 
von den Kndllchenbakterien in reichen Mengen gelieferte Stickstoff wird 
ja hauptsachlich zum Aufbau der Aminosiéuren verwendet, ihm ist keine 
Erhéhung der allgemeinen Nitratresistenz zugeordnet. Die Epidermis- 
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zellen der Leguminosen, in denen kein Nitrat nachgewiesen werden konnte, 
sind daher ebenfalls empfindlich. Es soll damit nicht gesagt sein, da nicht 
andere Gewebsteile nitratreich sein kénnen. R: Klein (1913) hat ja an 
vielen Pflanzen die verschiedenartige Speicherméglichkeit in den einzelnen 
Geweben beschrieben; wenn man. die dort untersuchten Pflanzen dkologisch 
zu charakterisieren versucht, kommt man zu dem Ergebnis, daf die Nitrat- 
pflanzen von den ruderalen Stellen in allen Teilen des Stengels mit Aus- 
nahme der Siebteile in den Gefafbiindeln Nitrat zu speichern vermégen. 
Ihre Nitratpermeabilitat und -resistenz wird daher verstandlich: Denn es 
wird schon seit vielen Jahren eindeutig auf die Tatsache hingewiesen, daft 
das in der Pflanze vorkommende Nitrat von aufen aufgenommen wird. 
Der Nitrataustritt aus Zellen ist ebenfalls unter natiirlichen Umstianden 
moéglich: Denn nach Dittrich (1930) ..greifen Pflanzen bei Nitratmangel 
auch gespeichertes Nitrat sofort an und verbrauchen es, sofern nur ge- 
niigend Kohlehydrate geboten werden™ (S. 98). 

Die beiden Nitratpflanzen Chenopodium album und Ballota nigra zeig- 
ten wieder die durch die Permeabilitat hervorgerufene sofortige Erhéhung 
des osmotischen Wertes um mehrere Konzentrationsstufen der Mischlésung. 
Ein einziges Mal gelang es mir, bei dem tatsachlichen osmotischen Wert von 
0.45—-0,50 einige Zellen von Chenopodium album plasmolysiert zu sehen. 

Fiir einzelne kalziophile Pflanzen (I]jin 1940), z.B. Onobrychis sativa, 
wirkt die Kalziumgabe besonders resistenzerhdhend; bei manchen rude- 
ralen Nitratpflanzen dagegen macht sich eine geringe Schadigung be- 
merkbar. 


c) Resistenz gegeniiber Mischlésungen aus KCl und CaCl, 
im Verhaltnis 9:1 (Tab. 7, 8). 

Von den untersuchten Nitratpflanzen wird die Mischlésung im Vergleich 
zur reinen KCl-Liésung im allgemeinen besser vertragen. Es tritt auch 
kein so starker Abfall der Resistenzgrenze nach 48 Stunden auf. Einige 
ganz typische Nitratpflanzen, wie die beiden Chenopodium-Arten, Ballota 
nigra, Urtica dioica und Datura stramonium zeigen bedeutend héhere Re- 
sistenzwerte. 

Deplasmolysestadien treten auch hier auf, meist jedoch nur iiber eine 
Konzentrationsstufe; nur bei einigen Pflanzen erfolgt die Deplasmolyse 
noch in der zweithéheren Konzentrationsstufe, jedoch gewéhnlich nicht in 
allen Zellen. Die sofortige Erhéhung des osmotischen Wertes, wie sie in 
den Nitrat-Mischlésungen beobachtet werden konnte, tritt hier nicht auf. 

Die Wiesenpflanzen zeigen wenig Unterschiede in der Resistenz. Die 
Grenzen verschieben sich gewoéhnlich nur um 0,1 mol der Mischlésung 
gegeniiber reinen KCl-Lésungen. Auch hier erweist sich die Deplasmolyse 
besonders nach 48 Stunden als auferordentlich schadlich. 


Die Resistenz gegeniiber Kalziumlésungen 
a) Allgemeines. 


Zur Unterscheidung der Kalkpflanzen und der kalkfeindlichen Pflanzen 
schlagt Iljin (1932b, 1936, 1940) nach langjahrigen analytischen Unter- 


Protoplasma, Bd. XXXIX/4. 37 
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524 E. Lindner 
suchungen vor, eine Einteilung nach der Menge des im Innern der Pflanze 
gefundenen Kalziums zu treffen und nicht blo nach dem Standort, wie es 
meistens geschieht. Er bezeichnet jene Pflanzen als physiologisch Kalzio- 
phile (oder Kalziotrophe), die viel lésliches Kalzium im Zellsaft haben; 
diese enthalten gleichzeitig viel Apfelsiure und meist auch Zitronensaure. 

Im Gegensatz dazu kann man bei den physiologisch Kalziophoben nur 
wenig oder iiberhaupt kein liésliches Kalzium nachweisen; sie bilden viel 
Oxalsiure oder andere durch Kalzium fallbare Verbindungen im Zellsaft. 
Es folgen die Analysenergebnisse Iljins, die er von auf Kalkbéden ge- 
wachsenen Ballota nigra-Exemplaren erhalten hat und zu den physiologisch 
Kalziophoben zahlt. 


mg Stoffe auf 1g des Trockengewichts 








In Lésung Im Niederschlag 
| Zitronen- | Apfel- Oxal- o | Zitronen- | Apfel- Oxal- 
Kalzium | sdure siure | sdure Kalzium | “sure siure siure 
0 25 2,0 11 V1 elem? | 2,0 57 





Wahrend auf Kalkbéden die Gesamtmenge an Kalzium 32 mg, die Kon- 
zentration aller organischen Séiuren (in Grammiquivalent) 0,126 betragt, 
ergeben die enisprechénden Analysen fiir Silikatbiéden 0 mg und 0,037. 


b) Die Resistenz gegenitiber Ca(NO,), (Tab. 9). 

Die Resistenzversuche mit Kalziumnitrat zeigen die bereits erwiahnte 
Tatsache, dali das Ca(NO,), nicht in osmotisch nachweisbarer Menge per- 
meiert, d. h. da die Plasmolyse nicht sichtbar zuriickgeht. Die grenz- 
plasmolytisch bestimmten osmotischen Werte liefern daher gute Vergleichs- 
méglichkeiten-mit denen von Zucker. Sogar Chenopodium album und Bal- 
lota nigra. die in den vorigen beiden Abschnitten sofort einen héheren 
osmotischen Wert ergaben, zeigen nun ungefahr die wirklichen, anfang- 
lichen Werte. 

Die meisten nitratspeichernden Pflanzen sind gegeniiber den reinen 
Kalziumlésungen recht empfindlich. Diese Tatsache stellt wieder einen 
Vergieichspunkt zu den Halophyten dar. Es trifft dies vor allem fiir die 
untersuchten nitratreichen Kulturpflanzen zu, etwas weniger fiir die rude- 
ralen Nitratpflanzen, die teils niedrigere, teils héhere Resistenzwerte 
zeigen. 

Die Landwirtschaft macht sich die Empfindlichkeit der Nitratpflanzen, die als ver- 
dammende Unkriuter grofen Schaden anrichten kénnen, insofern zunutze, als gerne 
mit Kalkstickstoff gediingt wird. Der Kalkstickstoff (= Kalziumzyanamid) setzt 
sich unter dem Einflu@ des Wassers um: 

Ca=N—C=N +3H,0= CaCO, + 2NH, 

Wahrend Ammoniak von den Bodenbakterien weiter umgewandelt wird, wirkt 
die Kalziumanreicherung im Boden schadlich auf verschiedene junge Unkraut- 
pflanzen. 

In den Zellen von Chenopodium album und Ballota nigra (vgl. Lite- 
raturhinweis unter a) konnte ich nach langerem Aufenthalt in Misch-, vor 
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allem aber in reinen Kalziumnitratlésungen oft eine Neubildung sehr 
schéner und grofer Kalziumoxalatkristalle bemerken. Diese Neubildung 














































































































































































begann manchmal schon ab 0,6 mol Misch- (bzw. 0,39 mol Kalziumnitrat-) 
H i : 
e 02] 03| 04 | 05 | 0%] 07] 08] 09] 10 | 12 11°4 KNO; 
f 
Versuchspi lanz¢ : 043} 0°13) 0°26) 0°33 0°52) 058 0°65) 0 #8 |0°9 Calo, 
a . "ea : ¢ + pe 
ee heE: J+ as 
Solanum ++ a zt Bt er = : 
tuberosum B SEAT AE ee: 43 
i Solanum * Oe kas SEL: fe 24 
lycopersicum § x 48 
Brassica oler. boi 24 
v.gongylodes B 48 
; Sinapis ++ as 
arvensis A, 8 4g 
Convelvulus +4 24 
arvensis B 48 
Chel idoniun ++ ‘P24 
majus B Hl 48 
. Galinsoga 4+ 24 
parviflora B 48 
Chenopodium +: + 24 
album A, B 48 
, Ballota 24 
++ 
higra A, B 4g 
P Medicago a 24 
- sativa B 48 
Phaseolus ‘s 24 
l coccineus A,B 4g 
z Oxalis = 24 
stricta C, D 48 
U Artemisia 24 
‘ vulgaris A-D 48 
2 Tragopogon Be : st w:. HK 24 
‘ pretensis 6 Ae BB Bl eS A bere 
é Petre le tet Lo 
: Saponaria a fff et =~ rg vas : = 
officinalis B Sp TSE PEEP ae 
; Tab. 9. Resistenz gegen Ca(NOs)2 von einigen Ruderal-, Wiesen- und Kulturpflanzen. 
C 
lésung, wurde aber meistens in héheren Konzenirationen gefunden. Die 
groBen Kristalle lagen sicherlich im Zellsaft, so daf man nicht nur von 
, einer Intrabilitit, sondern gewil} auch von einer Permeabilitat fiir Kal- 
| zium sprechen kann. 
| Fiir die nitratarmen Wiesen- und Kulturpflanzen dagegen ist das reine 
Kalziumnitrat bedeutend unschadlicher. Es scheint. ja doch fiir das Re- 
7 sistenzverhalten vieler Pflanzen die Wirkung der Kationen entscheidender 
r : : > 
zu sein als die der Anionen. 
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Unter dem Einflu® der ,,verfestigenden” Eigenschaften des Kalziums 
konnte ich oft eine gewisse Hemmung der Brownschen Molekularbewegung 
in. Plasma und Zellsaft trotz guten Lebenszustandes feststellen. Ferner 
schienen in manchen Fallen an Stelle der rundlichen Plasmolyseformen 
flachere zu treten. Besonders deutlich zeigte sich dies bei Chelidonium 
majus. Der Protoplast wies nach langerem Liegen in hypertonischen Lé- 
sungen eine eckige, ungefahr trapezférmige Gestalt auf, die aber bei vor- 
sichtiger Deplasmolyse sofort in eine schéne Konvexplasmolyse iiberging 
und keinesfalls irgendwelche Schadigung bedeutete. 


c) Die Resistenz gegeniiber CaCl, (Tab. 10, 11). 

Die Nitratpflanzen sind fiir reines CaCl, ebenfalls sehr empfindlich; 
die meisten Resistenzgrenzen liegen tiefer als in der Mischlésung, jedoch 
hoher als in der reinen KCl-Lésung. Auch das reine Ca(NO,), scheint noch 
besser vertragen zu werden. 

Bei den Wiesenpflanzen und Leguminosen wirkt dagegen das Kalzium 
bedeutend bessernd auf die Widerstandsfahigkeit. Ranunculus acer, 
Saponaria officinalis und Medicago sativa weisen die héchsten Resistenz- 
werte aller gegen Chloride untersuchten Pflanzen auf. Nur Artemisia vul- 
garis und Phaseolus coccineus, die auch schon in den anderen Versuchen 
friih abstarben, zeigen niedere Werte. 

Der osmotische Wert bei Grenzplasmolyse von Ballota nigra liegi sehr 
niedrig, von Chenopodium album normal. Bei letzterer Versuchspflanze 
konnte wieder das Auftreten von schénen Kalziumoxalatkristallen beob- 
achtet werden. 


Die Resistenz gegeniiber Zuckerlésungen (Tab. 12, 13) 


Die Resistenzversuche gegeniiber Zuckerlésungen waren deshalb not- 
wendig, um einerseits eine mégliche Plasmolyseempfindlichkeit, anderseits 
auch von der Permeabilitaét unabhaingige osmotische Werte feststellen zu 
kénnen. Anfangs wurde Liavulose, spaiter Glukose verwendet. 

Eine richtige Plasmolyse-Empfindlichkeit konnte eigentlich nur _ bei 
Phaseolus coccineus bemerkt werden. Dagegen ergaben sich bei den 
iibrigen Pflanzen oft Unterschiede im osmotischen Wert gegeniiber den 
Versuchen in Abschnitt III und IV, die keinesfalls immer auf eine .,bio- 
logische Streuung” zuriickgefiihrt werden kénnen. So sind fast alle osmo- 
tischen Werte fiir nitratreiche Pflanzen, die in reinen Kaliumnitrat- oder 
Mischlésungen gefunden wurden, im Vergleich zu den mit Zucker bestimm- 
ten etwas zu hoch. Der Grund liegt, wie ich schon angedeutet habe und 
a.a.O. nachzuweisen versuchen werde, wahrscheinlich in den Permeabili- 
titseigenschaften der betreffenden Zellen. Diese Erscheinung tritt auch bei 
einigen Wiesenpflanzen und Leguminosen auf: ich habe schon in Ab- 
schnitt III darauf hingwiesen, daft sich dann aber die Permeation des 
Salzes (besonders nach 48stiindiger Einwirkung) auferordentlich schiadlich 
bemerkbar macht. 

Auch fiir Zucker ergab sich innerhalb 24 und 48 Stunden meist eine 
ganz leichte Permeation, die interessanterweise bei den nitratarmen Wie- 
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senpflanzen und Leguminosen haufiger zu beobachten war. Salvia pra- 
tensis zeigte sogar nach 48 Stunden eine recht betriachtliche Permeabilitat. 
Allgemein ist ja eine schwache, plasmolytisch nachweisbare Permeabilitit 
fiir Monosaccharide schon von mehreren Autoren beschrieben worden 
(Héfler 1926, Hofmeister 1942). 

Die Resistenzgrenzen haben sich im Vergleich zu den friiheren Ab- 
schnitten bedeutend verschoben. Die nitratarmen Wiesenpflanzen und 
Leguminosen zeigen im Vergleich zu den nitratreichen Pflanzer hoéhere, 
bzw. gleiche Grenzwerte; der osmotische Wert kann in der iiblichen Weise 
als Vergleichsbasis dienen. Die Kulturpflanzen sind durchwegs, trotz ihrer 
verhiltnismafig niedrigen osmotischen Werte, recht resistent. Die Wir- 
kung der Plasmolyse ist also fiir die untersuchten Pflanzen prinzipiell 
gleich, d.h. sie ist iiberall recht unschadlich und Unterschiede in den frii- 


heren Abschnitten kénnen nicht darauf zuriickgefiihrt werden. 


Zusammenfassung 


1. Die osmotischen Werte der Nitratpflanzen, gemessen nach 10—20 Mi- 
nuten Einwirkungsdauer der KNO,-Lésung, liegen im allgemeinen nur 
wenig héher als die der nitratarmen Wiesen- und Kulturpflanzen; nach 
24 Stunden zeigen die Nitratpflanzen in 0,15—0,40 mol hypertonischen L6- 
sungen vollkommene Deplasmolyse. Bei Chenopodium album und Ballota 
nigra war ein héherer osmotischer Wert auch bei sofortiger Beobachtung 
in den meisten Versuchen festzustellen. 

2. Bei den nitratarmen Wiesen- und Kulturpflanzen erfolgte eine De- 
plasmolyse nur selten und dann blo& um 0,1 mol KNO,, wirkt aber aufer- 
ordentlich schadigend. 

3. Die Resistenzgrenzen in den KNO,-Liésungen liegen bei den Nitrat- 
pflanzen bedeutend héher als bei den nitratarmen Wiesen- und Kultur- 
pflanzen. 

4. Kappenplasmolyse bei Nitratpflanzen fand ich nach 24stiindiger Ein- 
wirkungsdauer nur in einzelnen Zellen der Schnitte; Ausnahmen bildeten 
Senecio vulgaris, wo diese Erscheinung haufig auftrat, und die nitrat- 
reichen Kulturpflanzen, wo Kappenplasmolyse 6fters zu beobachten war. 
Die nitratarmen Pflanzen waren in jenen Konzentrationen, die fiir die 
Kappenplasmolyse in Frage gekommen waren, nach 24 Stunden bereits 
tot (Beobachtungen in der Zwischenzeit wurden nicht durchgefiihrt). 

3. In den KCl-Lésungen liegen die Resistenzgrenzen der Nitratpflanzen 
(zum Teil bedeutend) niedriger; die Deplasmolyse tritt héchstens in 0.1 
bis 0,2 mol hypertonischen Lésungen auf und wirkt besonders nach 
48 Stunden auferordentlich schadlich: eine Erhéhung des osmotischen 
Wertes, wie sie bei Nitratpflanzen in KNO, zu finden ist, kommt in KCl- 
Lésungen nicht vor. Es ist daher naheliegend, daf bei den Nitratpflanzen 
in KNO, eine Permeation auftritt. 

6. Die Resistenzgrenzen der Wiesenpflanzen dagegen sind nur wenig 
niedriger als jene der Nitratpflanzen, sie vertragen KCI also besser als 


KNO,,. 
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7. Allgemein zeigen die nitratreichen Pflanzen bei Zusatz von 1/,, 
Ca(NO,), zu */,, KNO, keine Anderung der Resistenzgrenzen. 

8. Die Resistenz der nitratarmen Pflanzen erhéht sich ziemlich bedeu- 
tend. Bei ,,kalziophilen“ Pflanzen macht sich die Kalziumgabe besonders 
giinstig bemerkbar. 

9. Da die Mischlésung im Verhiltnis 9:1 hinreichend aquilibriert ist, 
fallt der Einwand, daft die Permeabilitat méglicherweise nur auf die ..gif- 
tigen” K-lonen zuriickzufiihren sei, von selbst weg, denn die auffallende 
Steigerung des osmotischen Wertes bei den Nitratpflanzen bleibt bestehen. 

10. Die Mischhésungen aus Chloriden schaidigen die Nitratpflanzen we- 
niger als reine KCl-Lésungen. 

11. Die Wiesenpflanzen zeigen im Vergleich zur KCl-Lésung kaum 
Unterschiede. 

12. Die starke Erhéhung der osmotischen Werte fand in Ca(NO,), er- 
wartungsgemaf} nicht mehr statt. 

13. Die meisten nitratreichen Pflanzen sind gegeniiber diesen reinen 
Kalziumnitratlésungen recht empfindlich, obwohl sie keinesfalls durch- 
gehend als kalziophob vom ékologischen Standpunkt aus bezeichnet wer- 
den kénnen. 

14. Fiir die nitratarmen Wiesen- und Kulturpflanzen erweist sich das 
Kalziumnitrat bedeutend unschadlicher. 

15. Auch CaCl,-Lésungen werden von den Nitratpflanzen schlecht ver- 
tragen, die Resistenzgrenzen liegen aber etwas héher als in der reinen 
KClI-Lésung. 

16. Wiesenpflanzen und Leguminosen sind gegen CaCl, recht wider- 
standsfahig und weisen z.T. die héchsten Resistenzwerte aller untersuch- 
ten Pflanzen auf. 

17. Die Versuche mit reinen Zuckerlésungen zeigten, daf die allgeinein 
physiologischen Bedingungen, wie Hiéhe des osmotischen Wertes, Plas- 
molyse-Empfindlichkeit und damit Resistenz fiir die Versuchspflanzen (mit 
einer Ausnahme) nicht unterschiedlich waren. 

18. Schwache Zuckerpermeabilitaét wurde 6fters, besonders bei den 
nitratarmen Wiesenpflanzen und Leguminosen festgestellt. 

19. Die nitratarmen Wiesen- und Kulturpflanzen sind fiir Nitrate emp- 
findlicher als fiir Chloride; K* wird schlecht, K* und Ca‘ in Mischlésungen 
besser, Ca*’ am besten vertragen. 

20. Die in der Einleitung geforderte zellphysiologisch-dkologische Cha- 
rakterisierung der Nitratpflanzen ware kurz folgendermafen zu geben: 
Mit der starken Nitratspeicherung, die in den meisten Teilen des Kormus 
nachgewiesen werden kann, gehen erhdhte Nitratresistenz und -per- 
meabilitat Hand in Hand. Daf diese Eigenschaften der Nitratpflanzen 
wohl fiir die meisten, aber nicht fiir alle Ruderalpflanzen kennzeichnend 
sind, zeigt am deutlichsten das Beispiel von Artemisia vulgaris. Die unter- 
suchten Nitratpflanzen erscheinen gegeniiber Nitraten bedeutend resisten- 
ter als gegeniiber Chloriden, wobei das reine K* mit NO,’ besser vertragen 
wird als mit Cl’. Aquilibrierte Mischlésungen aus K* und Ca‘ erhéhen 
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die Widerstandsfahigkeit gegeniiber Cl’. Das reine Ca“' wird von den 
meisten Nitratpflanzen weniger gut als in Mischlisungen vertragen, auch 
hier diirfte NO,’ weniger schadlich sein als Cl’. 
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Der EinfluB der Wiirme und UV-Bestrahlung auf die 
Wasserpermeabilitit des Protoplasmas 
Von 
Felix Seemann 
(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien) 


Mit 10 Textabbildungen 
(Eingelangt am 9, Marz 1950) 


Einleitung 


Verainderungen der Wasserpermeabilitét durch Aufeneinfliisse sind schon aus 
einer Reihe von Arbeiten bekannt. Vor kurzem (Seemann 1950) wurde die 
cH-Abhingigkeit der Wasserpermeabililtat des Protoplasmas untersucht. Die Werte 
der Eintritts- bzw. Riickgangsgeschwindigkeit lagen bei diesen Versuchen am héch- 
sten in der Nahe des Neutralpunktes und nahmen nach der sauern und alkalischen 
Seite ab. Aus einer Anzahl von Untersuchungen iiber die Wirkung von Aufen- 
einfliissen wird im folgenden der Einflu@ der Warme und des ultravioletten Lichtes 
behandelt und besonders ein Vergleich der permeabilitaitserhGhenden Wirkung die- 
ser beiden physikalischhen Komponenten in den Vordergrund der Erérterung gestellt. 

Die Wirkung des UV-Lichtes auf Form und Gestalt ganzer Pflanzen oder ein- 
zelner Gewebe wurde bereits um die Jahrhundertwende erkannt. In den folgenden 
Jahren wurden die Lichtfilterversuche durch Arbeiten, die den direkten Einfliissen 
des UV-Lichtes auf die Zelle selbst und ihre Bestandteile — Protoplasma, Zellkern, 
Plastiden — oder Eigenschaften wie der Permeabilitaét gewidmet waren, vermehrt. 
Seit Lepeschkin (1908) und Tréndle (1910) eine Erhéhung der Permeabilitit 
durch das Licht festgestellt haben, wurde der Lichteinflu& oft und griindlich unter- 
sucht. Nach Jirvenkyla (1937) lassen sich fiir den Einflu® des Lichtes auf die 
Permeabilitaét keine allgemein giiltigen Regeln aufstellen, sondern jedes Objekt ist 
erst daraufhin zu untersuchen. Bei Elodea fand der genannte Autor eine deutlich 
héhere Permeabilitaét im Licht als im Dunkeln. Ferner ergab sich im kurzwelligen 
Licht eine Erhéhung der Permeabilitét gegeniiber langwelligen, wobei beide Licht- 
qualitaiten auf gleiche assimilatorischie Wirkung abgestimmt waren. Bei Rhoeo 
konnte Jarvenkyla keine Permeabilititsunterschiede im Licht (300 Wattlampe) 
gegeniiber Dunkelheit feststellen, fand sie aber in sehr starkem Sonnenlicht. Die 
Schadlichkeit ultravioletter Strahlen wiesen Ursprung und Blum (1917) nach, 
als sie ganze Blatter von Tradescantia, Impatiens und Hedera von der Ober- oder 
Unterseite her bestrahlten und im ersten Falle die Gewebezellen weniger geschadigt 
vorfanden. Die Autoren schliefen daraus, daf dies mit Differenzen im Bau der 
Aufenwand-Epidermis zusammenhingt. In neuerer Zeit untersuchten Bieb] 
(1942a, b) und Toth (1949) die Beeinflu@ung der Wasserpermeabilitaét durch UV- 
Bestrahlung. Bei vergleicienden Versuchen mit Innenepidermis- und Aufenepider- 
miszellen der Zwiebelschuppe von Allium cepa tritt nach Bieb| (1942b) der inter- 
essante Fall ein, daf die Wasserpermeabilitét der Innenepidermis schon nach kiir- 
zester Bestrahlungszeit (15 sec.) eine deutliche Erhéhung zeigt, wahrend die Zellen 
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der Aufenepidermis auch nach laingerer UV-Bestrahlung keine Erhéhung erkennen 
lieBen. Im Anschlu8 an diese Untersuchungen wiederholte Toth u. a. die Ver- 
suche an Allium cepa und fand fiir die Innenepidermis nach UV-Bestrahlung gleich- 
falls die Wasserpermeabilitaét erhéht, fiir die AuRenepidermis hingegen gehemmt. 

Die ersten Untersuchungen iiber den Einflu& der Warme auf die Permeabilitit 
haben eine gewisse historische Bedeutung, da sie auch zugleich die ersten Arbeiten 
iiber die Wasserpermeabilitat iiberhaupt darstellen. Krabbe (1896) beobadhtete, 
daf sich lebendes pflanzliches Gewebe, in hypertonische Lésung gebracht, in der 
Wirme schneller kontrahiere, und fiihrt diesen Umstand auf eine in der Wirme 
erhéhte Wasserdurdchlassigkeit der Gewebezellen zuriick. Diese gewebephysiologi- 
schen Versuche, von van Rysselberghe (1901) wiederholt und erweitert, erfuhren 
vor allem durch Delf (1916) sowie Stiles und Jérgensen (1917) die nétige 
kritische Vertiefung und methodische Verfeinerung. Die erste Arbeit aber, die den 
Einflu@ der Temperatur auf die Wasserpermeabilitét der Zelle untersuchte, stammt 
von de Haan (1933, 1935). Der Autor verglich die Deplasmolysezeiten von Zellen 
aus der Innenepidermis der Zwiebelschuppe von Allium cepa bei verschiedenen 
Warmegraden. Bei hoher Temperatur erfolgte die Deplasmolyse schnell, wahrend 
sie bei niederer Temperatur gehemmt erscheint. Eine Temperaturerhéhung be- 
schleunigt nach de Haan die Quellung des Plasmas und erméglicht dadurch eine 
erhéhte Permeabilitét des Protoplasmas fiir den Durchtritt der Wassermolekiile. 

In der vorliegenden Arbeit untersuchte ich in erster Linie die BeeinfluRung der 
Wasserpermeabilitat durch Temperatursteigerung und UV-Bestrahlung. Gemessen 
wurden die subepidermalen Zellen (Hypodermiszellen) von Majanthemum bifolium, 
von Convallaria majalis und die Zellen aus den Wasserblattern von Salvinia 
natans. 

Methodik 


Wie in der vorhergehenden Arbeit (vgl. Seemann 1950) genau_beschrieben, 
erfolgte die Berechnung der Eintrittsgeschwindigkeit der Plasmolyse nach der von 
H6fler (1930) entwickelten und von Huber und Héfler (1930) ausfiihrlich be- 
arbeiteten Mefimethode. Von der Annahme ausgehend, daf sich der Protoplast 
entsprechend dem von der Aufenlésung zum Zellsaft bestehenden osmotischen Ge- 
falle verkleinere, leitet sid: die Formel der Eintrittskonstanten ab, die in den fol- 
genden Versuchen als Meff- und Vergleichswert Verwendung findet. Der Wert 


fiir k, wird nach der Formel ky= Peg {a —g)t+G- dino berechnet. 
C- (ft — hh) g2—G 

Die hierzu notwendigen Volumsmessungen des Protoplasten, von dem wenigstens 

zwei Messungen (gi und gz) wahrend der Kontraktion und eine nach Erreichung des 

esmotischen Gleichgewichtes (G) erforderlich sind, wurden mit der plasmometri- 

schen Methode nach Héfler (1918a, b) durchgefiihrt. Aus dem Verhiltnis des 

Protoplastenvolumens Vp zum Zellvolumen Vz laft sich der Plasmolysegrad g wie 


folgt berechnen .g=l—gih, wobei | die Lange des Protoplasten, b die Innen- 


breite der Zelle und h die Innenlange der Zelle bedeutet. G ist der Plasmolyseend- 
grad t: und fe sind die Zeiten, zu denen die Plasmolysegrade gi und ge wahrend 
der Kontraktion gemessen wurden. 

Verla&liche Versuchsergebnisse sind nach der plasmometrischen Me&methede nur 
dann zu erwarten, wenn die gemessenen Zellen annahernd kreiszylindrische Ge- 
stalt besitzen, die Protoplaste, zumindest ab Beginn der ersten Messung, an den 
Langswanden anliegen und konvexe Plasmolyseform aufweisen. Diese Forderungen 
erfiillten die untersuditen Zellen von Majanthemum bifolium, Convallaria majalis 
und Salvinia natans sehr gut. 
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Zu den vergleichenden Versuchen wurden immer die Flachenschnitte von einer 
Pflanze oder, wenn es sich um Wasserblitter von Salvinia handelte, Teile vom 
gleichhen Wirtel genommen. Nihere Angaben iiber Zusammensetzung und Kon- 
zentration der volummolaren Arbeitslésungen werden in den einzelnen Versuchs- 
gruppen gesondert angefiihrt. Verwendet wurden chemisch reine Chemikalien von 
Merck, Darmstadt (Kaliumnitrat, Kaliumchlorid), aus den Heilmittelwerken, Wien 
(Harnstoff, Glyzerin, Dextrose) und von Heyl & Co. (Erythrit). 

Die zur Untersuchung gewiinschte Temperatur wurde von einem elektrischen 
Heizapparat (selbstregulierender Heiztisch von Leitz mit Regulierwiderstand und 
Ablesethermometer) geliefert. Die entliifteten Schnitte wurden nach jeder Messung 
in das Flaschchen mit dem Plasmolytikum gebracht, das auf dem Heiztisch stand, 
gegen Verdunstung abgedeckt war und die Temperatur des Heiztisches hatte. Bei 
den Versuchen mit Salvinia, wo ein Wechsel der Wasserblitter vom Objekttrager 
in das Flaschchen und umgekehrt aus meftechnischen Griinden nicht méglich war, 
wendete ich die Durchsaugemethode (vgl. Seemann 1950) an. Die am Heiztisch 
eingestellte Temperatur wurde zwischen den Messungen dauernd mit dem Ablese- 
thermometer iiberpriift und wenn notwendig, z. B. bei Stromschwankungen, in ent- 
sprechender Weise reguliert. 

Die UV-Bestrahlung erfolgte durch eine Quarzquecksilberlampe mit geradem, 
15cm langem Brenner, 3% Ampére Betriebsstrom und 160 Volt Brennerspannung. 
Die Lampe ist ein Erzeugnis der Quarzlampengesellschaft Hanau, Type 3%, 220 
nach Prof. Jesionek, Giefen. Die Versuchsobjekte wurden auf feuchtem Filter- 
papier mit der Epidermis nach oben liegend oder bei den durch das Parenchym 
bestrahlten Schnitten mit der Schnittflaiche nach oben, 20cm vom Brenner entfernt, 
bestrahlt. Die Wasserblatteile von Salvinia muften wegen der Gefakr des Aus- 
trocknens in einem Trépfchen Wasser bestrahlt werden. Die Zeitspanne zwischen 
Bestrahlung und Messung, die von grofer Bedeutung fiir den Verlauf des Ver- 
suches ist, wird bei der Beschreibung derselben immer angefiihrt. 


I. Versuche mit Majanthemum bifolium 
i. Grundversuche 


Diese Pflanze ist ein ideales Versuchsobjekt fiir plasmometrische Mes- 
sungen und wurde von Héfler (1926, 1930, 1934) und von Rottenburg 
(1943) verwendet und eingehend untersucht. Majanthemum bifolium zeich- 
net sich durch zylindrische Zellformen, schéne, konvexe Rundung der Proto- 
plaste, geringe Wasserpermeabilitét und ein spates Erreichen des osmo- 
tischen Gleichgewichts aus. Gemessen werden die subepidermalen Zellen 
vom basalen, rotgesprengelten Stengelteil. Die mit einem Rasiermesser ge- 
wonnenen F'laichenschnitte wurden mit einer Wasserstrahlpumpe entliiftet 
und bis zum Beginn der Messung in Leitungswasser gelegt. Die Zellen sind 
im Schnitt leicht wiederzufinden, wenn man sich die roten Zellgruppen als 
Marken einpragt. Das Verhalten der gefarbten (Anthocyan) und ungefarb- 
ten Zellen gegen UV-Bestrahlung und Warme hat keine Unierschiede er- 
kennen lassen, so daff ich auf eine nahere Bezeichnung bei den einzelnen 
Versuchen verzichten konnte. 

Ich holie die zur Zeit meiner Versuche schon fruchtende Pflanze samt 
Wurzel und Erde aus dem Wienerwalde (Prefbaum). Das Material wurde 
dann im Kalthaus des Institutes eingetopft und mit einem Glassturz ab- 
gedeckt, um die Luftfeuchtigkeit des Standortes annihernd. zu erreichen. 


Protoplasma, Bd. XXXIX/4. 38 
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Bei guter Wartung bleiben so die Permeabilitaétswerte mehrere Tage er- 
halten. Nach Ablauf einer Woche wurde wieder frisches Material geholt. 
Da die Dauer der Wasserung bei Schnitten von Landpflanzen von Einflu® 
auf die Permeabilitat ist, wurde bei der Beschreibung der Versuche darauf 
Riicksicht genommen. 

Die Versuchsreihe mit Majanthemum bifolium zeigt in vergleichender 
Weise die Beeinflussung der Eintrittsgeschwindigkeit bei Plasmolyse in 
0,6 GM Kaliumahlorid, 0,.9GM Erythrit und 1,0GM Dextrose, am Heiztisch 
(40, 42° C) und nach UV-Bestrahlung (2 und 4 Min.). 


Die Plasmolyse in 0,6GM Kaliumchlorid, gelést in destilliertem Wasser, wurde 
von den untersuditen Zellen ohne Schidigung ertragen. Die Protoplaste zeigten 
von Beginn des Versuches an schéne, konvexe Formen. Die untersuchten Schnitte 
wurden zwei bis sechs Stunden im Leitungswasser gewassert. 


5. VIII. 48 Majanthemum bifolium ET: 2570 0,6MG KCl 
Zahl der Mittelwert 
gem. Zellen von ky 
Heiztisch 42°C 3 0,61, 
4 Min. UV-Bestrahlung 3 0,552 
Kontrollversuch 3 0,385 


Die Eintrittsgeschwindigkeit der Plasmolyse ist bei 42°C und nach 4 Minuten 
UV-Bestrahlung gegeniiber dem Kontrollversuche deutlich erhéht. 


Wie in meiner friiheren Arbeit bedeutet in den folgenden Tabellen 
h = innere Zellange 
b = innere Zellbreite 
L,, 1, = Lange des Protoplasten bei der 1. bzw. 2. Messung 
| — Lange des Protoplasten nach Erreichen des osmotischen Gleichgewichtes G 
&,- 8, = Plasmolysegrade bei der 1. und 2. Messung 
G =: Plasmolyseendgrad 
ky = Emtrittskonstante 
GM = Grammol. 
LT = Lufttemperatur 
Die Werte von h, I, b sind in Stricien des Okularmikrometers (Reichert: Oku- 
lar 6x, Objektiv 60:1 A — 0,75) angegeben. Ein Strich entspricht 2,7 bh 
Unter der Rubrik ,,Zeit“ sind die Mefzeiten t, bis t,, in Minuten von Beginn 
des Versuches, abzulesen. 


Majanthemum bifolium 
Plasmolyse in 0,9 GM Erythrit (dest. Wasser). 
Versuch 81 29. VII. 48 LE: Zoe. 
Heiztisch 42°C Der Sdchnitt wurde 5 Stunden gewassert. Von der 3. Minute 
an schéne, konvexe Protoplastenformen. 

Zelle h 1, L l b 91 J2 G RE Zeit 

, wm: Wile wee ae 10 0,83, 0,76, 0,72 0,40, 4—6’ 

yal cago 70 ~—s«66 11 0,77, 0,73, 0,28 se 

3 54 47 45 41 9 081, 0,77, 0,70 0,32, 3—4’ 


Mittelwert von kg = 0,33.. 
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Versuch 86 = 29. VIT. 48 LT: 24°C 


2 Min. UV-Bestrahlung. Die Messung fand 2 Stunden spiiter statt. Der Schnitt 
wurde 4 Stunden gewassert. Sehr gute Protoplastenformen. 


Zelle A I; l 1 b on J2 G RE Zeit 
i 28 6 38 B® 13 =: 0,90 0,85 0,68, 0,22, 3-4 
meee EY 7: 74 ~=60 13 = 0,93 0,71, 0,19, 
3° Sh .& 46 42, 9 0,83 0,79 0,72, 0,20 4—6’ 

Mittelwert von ky = 0,20,. 


Kontrollversuch 77 29. VII. 48 LT: 24°C 


Der Schnitt lag 2 Stunden im Leitungswasser. Mefbare Protoplastenformen von 
Beginn der Messung an. 
Zelle h 4 lL l b 91 g2 G RE Zeit 
1 8&2 &© 7, & 9 0,94 0,90 0,74, 0,16, 3—4 
- 0.71, 0,16, 46 
3: (8b .<72 1 57 $e, (G29 0,76 0,62, 0,10 


0,66, 0,13, 3-4 
Mittelwert von kz — 0,14,. 


Plasmolyse in 1,0 GM Dextrose (dest. Wasser). 
Versuch 82 29. VII. 48 LT: 24°C 


Heiztisch 42°C. Der Schnitt lag 5 Stunden im Leitungswasser. Schéne, kon- 
vexe Protoplastenformen. 


Zelle h rf lb I b 91 92 G RE Zeit 
1 89 7 66, 57 10 080, 0,71 0,60, 0,48, 3-4’ 
2 8 69, 6 55 10 077, 0,71, 0,60, 0,35 
3 9 73 67, G1 14 074, 068, 061, 0,40 
4 67 58 55, 49 13 0,80, 0,75, 0,66. 0,35 
Mittelwert von ky — 0,39. 


” 


Versuch 87 29. VII. 48 LT: 24°C 


2 Min. UV-Bestrahlung. Gemessen 2% Stunden spiter. Gut meBbare Proto- 
plastenformen ab Beginn der Messung. 


Zelle h i, Lb l b 1 J2 G RE Zeit 
1 6 53 5, 48 11 0,83, 0,80 0,68, 0,21. 3—4' 
28 6&6 &B HM 10 OF O77, 06, 619, 

Mittelwert von ky, — 0,20,. 


” 


Versuch 135 — 9. VIII. 48 LT: 25°C 
4 Min. UV-Bestrahlung. Die Messung erfolgt im Anschlu& daran. Der Schnitt 


lag 2 Stunden im Leitungswasser. 
Zelle h 4, hb l b oh g2 G RE Zeit 
1 © S&3 S&S 45 9 0,91, 0,83, 0,70 0,20, 46’ 
2 8 81 7. «658 612) «(O88 0,82, 0,68, 0,26, 
Mittelwert von k, — 0,23 .. 


38* 
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29. VIT. 48 LT: 24°C 


Der Schnitt wurde 3 Stunden gewassert. Alle Zellen mit gut mefbaren Proto- 
plastenformen. Die gemessenen Zellen lagen wie bei saimtlicien vorhergehenden 
Versuchen 3 bis 5 Reihen vom Schnittrande entfernt. 


Kontrollversuch 79 


Zelle A 4, L l b gn g2 G' kr Zeit 
1 69 66 6 4 £4910 ~= 0,91 0,86, 0,60, 0,13, 2-3 
2 49 43 41 36 9 0,81, 0.77, 0,67, 0,07, 6—10’ 
3 106 -102 “S. G@- 10 “OS 0,90, 0,57, 0,10, 2—3' 


Mittelwert von ky = 0,10. 


Im Sommer 1949 wurden die Versuche des Vorjahres unter den gleichen 
Bedingungen wiederholt. Die Plasmolyse in 0,6GM Kaliumdhlorid (gelést 
in bidest. Wasser) wird von den Hypodermiszellen ohne Schaden zu nehmen 
ertragen. Die Schnitte wurden in den folgenden Versuchen ein bis drei- 
einhalb Stunden gewassert. Die Lufttemperatur betrug 23° C. 


Versuch Zahl der  Mittelwert 26. VII. 49 
gem. Zellen von kr 
1I./42 Heiztisch 40°C 2 0,584 
II./43 Heiztisch 40°C 3 0,54. 
II./45 3 Min. UV.-Bestrahlung 3 0,393 
II./44 Kontrollversuche 2 0,314 


Die Eintritisgeschwindigkeit der Plasmolyse ist bei den Heiztischver- 
suchen (die Temperatursteigerung betragt ungefahr 17° C) fast doppelt so 
groR als bei dem dazugehérigen Kontroll- 
versuch. Die Erhéhung der Wasserpermea- 
bilitat nach UV-Bestrahlung ist auch in die- 
sen Versuchen wesentlich kleiner. 

Die hier mitgeteilten Ergebnisse stellen 
eine Auswahl von iiber 140 Versuchen dar, die 
mit den Hypodermiszellen aus dem Stengel- 
teil von Majanthemum bifolium durchgefiihrit 
wurden. Eine Temperatur von 42°C sowie 


eine UV-Bestrahlung von 2 bis 4 Minuten 





70 GM Dextrose 


2:9 GM Erythrit 


Abb. 1. Majanthemum bifolium. 


Die Mittelwerte von kg bei 
vergleichenden Versuchen in 
0.9GM Erythrit, 10GM Dex- 
trose. In der Warme (42°C), 


wurden ohne Zeichen besonderer Schidigung 
von den untersuchten Zellen ertragen. Die 
Wasserpermeabilitét des Protoplasmas wird 
durch den Einflu® der Warme (40, 42°C) 





nach UV-Bestrahlung und ohne 
Behandlung. 


und durch die UV-Strahlenwirkung erhohi, 
wie aus der gesteigerten Eintrittsgeschwin- 
digkeit im Vergleich zu den Kontrollver- 
suchen geschlossen werden kann. Dabei ist in allen Versuchen die Permea- 
hilitatserhGhung durch die Temperatur gréfer als nach UV-Bestrahlung 
(Abb. 1 und 2). Die Wirkung der untersuchten physikalischen Komponenten 
zeigt sich sowohl bei der Plasmolyse in Salzen (KCI), wie auch in Anelektro- 
lytlésungen (Erythrit, Dextrose) und scheint also von der chemischen Zu- 
sammensetzung der Diosmotika unabhangig zu sein. 
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2. Bestrahlungsdauer und Nachwirkung der UV-Bestrahlung 


In einer Reihe von Versuchen, die sich iiber drei Tage erstreckten; wurde 
die Nachwirkung der Bestrahlung des UV-Lichtes untersucht (vgl. Biebl 
1942a, b). Die Schnitte wurden wie bisher mit der Epidermis nach oben 
liegend den UV-Sirahlen ausgesetzt. Der erste Teil der Versuche wurde in 
0,6 GM Kaliumchlorid plasmolysiert und gemessen, der zweite Teil in 1,0GM 
Dextrose, da in diesem Plasmolytikum die Zellen noch weniger geschadigt 
werden. Die 4 und 10 Minuten lang bestrahlien Schnitte wurden sofort und 
nach verschieden langen Erholungszeiten — 3, 4, 17 und 43 Stunden — ge- 
messen und gleichzeitig untersucht, ob die Strahlenwirkung wieder rever- 


sibel abklingt. 
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Abb. 2. Majanthemum bifolium. 
Plasmolyseverlauf in 1,0GM Dextrose. Heiztisch 42°C o------ o, 4 Min. UV-Be- 
strahlung A---——A , Kontrollversuch x *: 





Samtliche in diesem Abschnitt untersuchten Schnitte stammen von einer Pflanze. 
In einer kurzen Zusammenfassung sollen die Versuche des ersten Teiles die Be- 
einflussung der Eintrittsgeschwindigkeit nach UV-Bestrahlung bei der Plasmolyse 
in 0,6 GM Kaliumchlorid zeigen. 


Versuche v. UV- Gemessen LT Mittelwert Gewdssert Anzahl der 

13.VII.49 Bestrahlg. nach von ky gem. Zellen 
IL./1 4 Min. 5 Min. 21°C 0,40 1/2 Stde. 3 
I1./4 4 Min. 4 Stdn. 23,5° C 0,385 41/5 Stdn. 4 
IL./3 10 Min. 2 Min. 249 C 0,433 2 Stdn. 3 
I1./6 10 Min. 3 Stdn. 249 C 0,385 3 Stdn. 3 
IL./2 Kontrollversuch 239 C 0,32 1 Stde. 3 


Die mit dem UV-Lichte durch die Epidermis bestrahlten Hypodermiszellen 
weisen bei nachfolgender Plasmolyse in 0,6GM Kaliumchlorid eine schwach aber 
klar erkennbare Erhéhung der Eintrittsgeschwindigkeit auf. Die Bestrahlungs- 
zeiten von 4 oder 10 Minuten lassen keinen grofen Unterschied in der Beeinflussung 
der Wasserpermeabilitit erkennen. Wurde die Messung drei bis vier Stunden nach 
erfolgter Bestrahlung ausgefiihrt, so kann aus den etwas kleineren Mittelwerten 
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von kg eine schwache Tendenz des Abklingens der Strahlenwirkung angenommen 
werden. Weitere Schnitte dieser Serie wurden nach 17, bzw. 43 Stunden unter- 
sucht. Da nach so langer Wisserung die Plasmolyse in Kaliumdhlorid die Zellen 
starker zu schidigen schien, so wurde fiir die folgenden Versuche 1,0GM Dextrose 
als Plasmolytikum verwandt. Die kg -Werte fielen niedrig aus, da aber die Zucker- 
kontrolle am ersten Tage fehlt, so besteht die Médglichkeit, da die Wasser- 
permeabilitét bei der relativ hohen Tagestemperatur von 23 bis 25°C durch die 
Salzwirkung des Kaliumchlorids mehr erhéht wurde als bei der Plasmolyse in 
Dextrose. Die Mittelwerte der Eintrittskonstante kg sind bei der Plasmolyse in 
1,0 GM Dextrose wie folgt. 


Versuche v. UV- Gemessen LT Mittelwert Gewiassert Anzahl der 
14./15.VI1.49 Bestrahlg. nach von ky gem. Zellen 
I./7 10 Min. 17 Stdn. 23° C 0,145 17 Stdn. 3 
I1./12 1¢ Min. 43 Stdn. 259 C 0,11. 43 Stdn. 4 
II./8 Kontrollversuch 249 C 0,12; 24 Stdn. 3 


Die permeabilitatserh6hende Wirkung der UV-Strahlung zeigt gut der nichste 
Versuch, der mit dem gleichen Schnittmaterial wie die iibrigen Versuche dieses 
Abschnittes durchgefiihrt wurde. 

Versuch IT./11 14. VIT. 49 LT: Zee 


20 Min. UV-Bestrahlung (in zwei Partien mit 30 Min. Differenz). Gemessen 
sofort nach der Bestrahlung. Beuliger Plasmolysebeginn, ab der 4. Minute aber 
sehr gute Formen. Fast alle Zellen des Schnittes leben. 


Zelle h rf lp l b "1 g2 G RE Zeit 
1 46. -¢ 37 30, 12 ~=0,84 , O71, O58, . O21 AF ie 
i Ss, ot 60, 13 081, 0,73, 0,61, 0,20, 
Mittelwert von ky = 0,20,. 


In diesen Versuchen wurde die UV-Strahlenwirkung auf die Wasser- 
permeabilitaét des Protoplasmas und die Nachwirkung derselben, auf die 
durch die Epidermis bestrahlten Hypodermiszellen von Majanthemum bifo- 
lium, untersucht. Dabei zeigen die behandelten Zellen, 17 und 43 Stunden_. 
spiater gemessen, keine Schidigung durch das UV-Licht. Die Erhéhung der 
Wasserpermeabilitat durch die Strahlenwirkung kann nach diesem Zeitraum 
als abgeklungen angesehen werden. Die Letalgrenze der UV-Bestrahlung 
liegt bei den hypodermalen Zellen von Majanthemum sehr hoch. In Ver- 
suchen mit Zellen der Innenepidermis von Allium cepa (Zwiebelschuppe) 
erreichte Bieb] (1942b) schon nach 2 Minuten Bestrahlungszeit die nach 
24 Stunden wirksame letale Dosis. Diese Versuche lassen sich aber nur mit 
Vorbehalt vergleichen, da bei Allium cepa die Epidermiszellen, bei Majan- 
themum bifolium jedoch die Hypodermiszellen gemessen wurden. Eine 
weiter unten angefiihrte Tabelle (vgl. S. 547) zeigt, daft die nach 24 Stunden 
wirksame letale Dosis fiir die Zellen der Epidermis von Majanthemum zwi- 
schen zwei und vier Minuten liegt, also ahnlich wie sie Bieb] (1942b) 
bei Allium cepa fand. Die Unempfindlichkeit der Hypodermis beweist auch 
der Versuch II./11, wo selbst nach 20 Minuten UV-Bestrahlung die Mehrzahl 
der Zellen im Schnitte ungeschidigt blieben. Es liegt nun nahe, der Aufen- 
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wand der Epidermiszellen, im besonderen aber gewissen Schichten, wie z. B. 
der Kutikula, eine absorbierende und gleichsam filtrierende Wirkung fiir 
schadliche Strahlen zuzuschreiben. Eine starke Schwachung des UV-Lichtes 
beim Durchtritt kutinisierter Zellmembranen wurde schon von mehreren 
Autoren (Schulze 1910, Kluyver 1911, Ursprung-Blum 1917, Wuhr- 
mann-Meyer 1941, Bieb] 1942a) beobachtet und beschrieben. Die inner- 
halb 24 Stunden wirksame, tédliche Strahlendosis befindet sich bei den epi- 
dermalen Zellen von Majanthemum bifolium zwischen 2 und 4 Minuten, 
konnte aber fiir die darunterliegenden Zellen der Hypodermis nicht fest- 
gestellt werden. Dies bestatigt eine Beobachtung von Bieb] (1942 a), der bei 
Versuchen mit Allium cepa ein gleiches Verhalten bei den Hypodermiszellen 
findet. 


3. Bestrahlung der Schnitte von aufen und innen her 


Um einen eventuellen Einflu& der epidermalen Zellwande, im besonderen 
aber der Kutikula, auszuschalten, wurden eine Reihe von Schnitten von der 
Innenseite der Schnittflache her bestrahlt. GleichmafRig dicke Schnitte wur- 
den in der geschilderten Weise bestrahlt und dann in 1,0GM Dextrose plas- 
molysiert. Trotzdem die UV-Strahlen eine oder einige Schichten des Paren- 
chyms durchdringen muften, ehe sie die gemessenen Hypodermiszellen er- 
reichten, war der Einflu& auf die Wasserpermeabilitat letzterer eindeutig 
festzustellen, ja er war sogar gréBer als bei der Bestrahlung von der Aufen- 
seite der Schnitte durch die Kutikula her, wie die héheren Werte von k,er- 
kennen lassen. Auch bei dieser Bestrahlungsart klingt die durch das UV- 
Licht bewirkte Permeabililtatserhéhung mit der Zeit wieder ab. 


Majanthemum bifolium 
UV-Bestrahlung von der Innenseite des Schnittes. Plasmolyse in 1,0 GM Dextrose 
(gelést in bidest. Wasser). 
Versuch II./21 18. VII. 49 LE: 25,5°€ 


3 Min. UV-Bestrahlung. Gemessen 7 Minuten nach der Bestrahlung. Alle Zellen 
leben und sind ungeschadigt. 2 Stunden gewissert. 


Zelle A L; L l b 1 ID G RE Zeit 
1 5 246 40, 35, 11 0,71, 0,64, 053, 0,18 2-4 
2 (Ge 42 43 37 11 0,68, 0,62 : 0,52. 0,16, : 
> OE 78 70, 53 11 082, 0,72, 0,54, 0,16. 
4 @ 51, 4 38 10 0,77, 0,67, 0,56 0,22, 
Mittelwert von kg — 0,18.. 
Kontrollversuch II./22 18. VII. 49 LT: 25,5° C 


Unbestrahlt, 3 Stunden gewassert. Sehr guter Plasmolyseverlauf und schéne 
Protoplastenformen. 


Zelle h l rey l b I: g2 G RE Zeit 
1 oo nH & 0,84. 081, 0,51 0,04. 2-4’ 
+ we. oS KH © 0,87, 0,81, 0,47 0,06, a 
3 79 74 69 48 12, 0,88, 0,82, 0,55; 0,09 
Mittelwert von kg = 0,06... 
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Versuch II./23 


Zelle h 
1 89 
2 ES 
a 
4 91 


18. VII. 49 


Mittelwert von kz — 0,19. 


Versuch II./24 
3 Min. UV-Bestrahlung. Gemessen 20 Stunden spiter. Sehr gute 


gq rgpoiny 
78 «66 50 
75 64 «50, 
50, 45 35 
74 «65, «O51 

19. VII. 49 


b 
14 
15 
9 
11 
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LEXZeC 


3 Min. UV-Bestrahlung. Gemessen 2 Stunden spiter. Alle Zellen im Sdhnitt 
sind ungeschadigt. 5 Stunden gewiassert. 


91 G2 
0,82 - 0,68. 
0,75, 0,63, 
0,80, 0,71 i 
0,77, 0,67. 

LT: 23° G 


Protoplasten ab Beginn der Messung. Schnitt vom 18, VII. 


Zelle h L, I, ae b 
1 4 71, 6 45 8 
Zz 86 684 Ya 9 
3... AGr --- (86 89 66 10 

Mittelwert von ky — 0,12. 

Kontrollversuch IT./25 19. VII. 49 


Sehr guter Versuchsverlauf 


Zelle Ah 
1 86 
2 70 
3 89 


Mittelwert von k, = 0,14,. 


Kontrollversuch II./26 


1, 1, l b Ji 
80 69 44 9 0,89, 
6 55 38 14 0,83, 
84 72 45 14 0,89, ' 
20. VII. 49 


g' 
0,92, 
0,94, 
0,86, 


g' G 
0,83, 0,57 
0,86, 0,58, 
0,80, 0,58, 

LY: °C 

J2 G 
0,76, 0,47, 
0,71, 0,47, 
0.76 0,45, 

LT: 20,5°C 


ke 


RE 
0,12, 
0,11, 
0,11, 


ke 

0,15, 
0,14, 
0,14. 





Zeit 
3—5’ 


Form der 


Zeit 
3—5’ 


” 


. 24 Stunden gewassert. Schnitt vom 18. VII. 


Zeit 
a—5 


” 


Am Beginn des Versuches konkave Protoplastenformen, die ab der 6. Minute 
des Versuches in gut mefbare, konvexe Formen iibergehen. Der Schnitt wurde 
48 Stunden gewassert. 


Zelle A L I, l 
ft: ec oe 47, 38, 
2). Ghia ve 39 33, 
oe. 456 51 41 
4 69 48 45 36, 
5 82 ee 60 47 


fi 
0,63 
0,61 
0,66 
0,63 
0,64, 


8 
2 
2 
4 


J2 
0,58, 
0,56, 
0,60, 
0,58. 
0,59, 


G 
0,45. 
0,47, 
0,48 
0,49 
0,45, 


RE 
0,11, 
0,12, 
0,10, 
0,12 
0,09 


Zeit 
7—9’ 


Die durch das Parenchym 3 Minuten lang bestrahlten Hypodermiszellen 
zeigen, wenn die Messung unmittelbar danach oder 2 Stunden spiater er- 
folgte, eine fast dreimal so hohe Eintrittsgeschwindigkeit als der Kontroll- 
versuch. Nach 20 Stunden ist die permeabilitatserhéhende Wirkung des UV- 
Lichtes wieder abgeklungen. Da die Hypodermiszellen eines bestrahlten 
Schnities (Versuch IT./24) nach 20 Stunden alle lebend blieben und die Plas- 
molyse ohne Schadigung der Zellen ertragen wurde, lat sich daraus 


schlieRen, daf mit einer 3 Minuten dauernden Bestrahlung die letale Dosis 
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noch nicht erreicht ist. Die Frage, ob die Bestrahlung von innen durch das 
Parenchym oder von auffen durch die Epidermis gleichwertig ist, lat sich 
nur entscheiden, wenn sich die Ergebnisse auf streng vergleichbare Versuche 
stiitzen kénnen, die von Schnitten derselben Pflanze und aus dem gleichen 
Stengelabschnitt stammen. Von diesen Gesichtspunkten aus wurden die nun 
folgenden Versuche geleitet. Eine Anzahl Schnitte wurden teils in der alten 
Art durch die Epidermis, teils von innen her durch das Parenchym den UV- 
Strahlen ausgesetzt und dann bei nachfolgender Plasmolyse in 1,0GM Dex- 
trose untersucht. 

UV-Bestrahlung a) von aufen durch die Epidermis, 

b) von innen durch das Parenchym. Plasmolyse in 1,0:GM 
Dextrose. 

Versuch IL/13 15. VII. 49 LT: 25°C 

1. Min. UV-Bestrahlung durch die Epidermis. Gemessen 2 Stunden spiiter. 
Alle Zellen leben und sind ungeschadigt. 2 Stunden gewassert. 

Zelle A 1, lL, l b 91 g2 G RE Zeit 





1 101 78 73, 57 13 0,73 0,68, 053, 0,09, 3-5 
2 86 6 62 49 13 O71, 067, 052 009, , 

3 69 53 49. 39, 12 0,71, 066, 051, 0,09, 

4 100 87 80 58 13 082. 0,75, 053, 0,10, , 

5 9 63 59, 49 16 062, 058, 047 0,08, 5-8 








Mittelwert von k, = 0,09.. 


Versuch IT./15 15. VII. 49 LT: 26°C 
1 Min. UV-Bestrahlung durch das Parenchym. Gemessen 4 Stunden spiter. 
Sehr gute Protoplastenformen ab Beginn des Versuches. Fast alle Zellen leben. 
4 Stunden gewissert. 
Zelle h 4 lL I b 91 g2 G RE Zeit 
1 6 © 6 3 9 077, 068, 049, O13, 3-9 
2 @ A DB HB 9 06, 08 0,53, 0,13, 
Mittelwert von kz = 0,13,. 


Versuch II./14 15. VII. 49 LEC 
10 Min. UV-Bestrahlung durch die Epidermis. Gemessen 3 Stunden spater. 
Sehr gute Form der Protoplaste. +/s tote Zellen. 3 Stunden gewassert. 
Zelle A 4 L l b 1 g2 G RE Zeit 
ee a 0,85 0,77, 049, 0,10, 3—5' 
2 Chi 162 58 38, 13 0,90 0,80, 0,53, 0,12, yy 
Sloe deo OS 43 13, 0,86 0,76, 0,48, 0,12, pe 
Mittelwert von ky, = 0,11,. 


Versuch I./16 = 15. VII. 49 EFe 2Ss€ 

10 Min. UV-Bestrahlung durch das Parenchym. Gemessen 4% Stunden spater. 
Sehr guter Verlauf der Plasmolyse. 5 Stunden gewiassert. 

te FUE ap RY 92 G ke Zeit 

age Sle. ident C. 61 10 0,80, 0671, 059; 0,19, 3-5’ 

2% 2 @, 6 0 OF, O86 O53, Gh, p 

o. 1 SE 39 9 0,65, 058. 0,48 0,15 9 
Mittelwert von k, = 0,16,. 
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Versuch II./20 16. VII. 49 BE: Ze 


1 Min. UV-Bestrahlung durch das Parenchym. Gemessen 24 Stunden spiiter. 
Schine Zell- und Protoplastenformen. Alle Zellen leben und sind ungeschidigt. 
24 Stunden gewassert. 


Zelle A i, ls l b 9 92 G ke Zeit 
| ae. Sie 27 57 7 es 0,86, 0,67 0,46, 0,24, 3-5’ 
2 & 6, 54 45 14 0,70, 9,57, 0,46, 0,23, 
3 © 72, Si, @ 3, O75, O58, O41, 022, 
4 81 64 55 43 10 0,75 0,63, 0,49 0,19, 
52 Fie 33. 3 14 0,77 0,63, 0,44, 0,19, 
Mittelwert von kg = 0,21,. 


” 
” 
” 


” 


Versuch IL./18 = 16. VII. 49 LT: 25°C 


10 Min. UV-Bestrahlung durch das Parenchym. Gemessen 24 Stunden spiter. 
Fast alle Hypodermis-Zellen sind tot, wihrend die Epidermis-Zellen alle leben. 
Die gemessene Zelle war rot gefarbt und zeigte keine Anzeichen einer Schadigung. 


Zelle A lL lb l b 1 92 G ke Zeit 
1 69 4 35; 31, 10 057, 0,46. O41 0,28 46 
Versuch I1./19 16. VIT. 49 BEEZ 


10 Min. UV-Bestrahlung durch die Epidermis. Gemessen 24 Stunden spiter. 
Fast alle Zellen leben (90%) und zeigen auch wiahrend der Plasmolyse keine 
pathologische Veriinderung. 


Zelle h kh hb l b 91 J2 G RE Zeit 
ie Ss Ss 2 B 8 Om OS, On, 2% 
2 8 67 57 44 10 072, 061, 0,46, 0,18, 
3 9 71 62 48 15 0,73, 0,63, 047, 0,16, 
Mittelwert von k, — 0,17,. 


” 


Kontrollversuch II./17 16. VII. 49 LT: 24°C 
Sehr gute Form der Protoplaste ab Beginn der Messung. 24 Stunden gewassert. 


eve h i; l l b 1 g2 G RE Zeit 
1 710657) 48, 39, 110,75, = 0,62, 0,50, 0,23, 3-5’ 
2 80 65 49 43 10 0,77, 9,57, 049, 0,21 
oO MED: 78> GF 55 14° (0,64, «0,53, 0,45, 0,24 
Mittelwert von kg = 0,23,. 


2 
2 ” 


8 ” 


In diesen Versuchen ist die Wirkung der Bestrahlung von aufen und von 
innen her gut vergleichbar (vgl. Abb. 3 und 4).. Dauert die Bestrahlung 
1 Minute, so ist der Unterschied zwischen a und b, gemessen nach dem Grade 
der PermeabilititserhGhung bzw. der Schadlichkeit der Strahlenwirkung auf 
die Zellen, nur sehr gering. Bei dem 10 Minuten durch das Parenchym, 
bestrahlten Schnitt (Versuch II./18) sind nach 24 Stunden fast alle Zellen der 
Hypodermis tot, wihrend die durch die Epidermis bestrahlien Hypoder- 
miszellen des Parallelversuches keine besonderen Anzeichen einer Schadi- 
gung aufweisen. 
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Tab. 1. Bestimmung der letalen Bestrahlungsdosen des ultra- 
violetten Lichtes bei verschiedenen Pflanzen und Geweben. 
24 Stunden nach erfolgter Bestrahlung. Plasmolytikum: 1,0GM 
Dextrose. 20. VII. 1949. 


a) Bestrahlung von auBen her durch die Epidermis. 








30" v4 | 4’ 6' 8’ 

Tradescantia Purpusii E) 111) PSS | PtH ft ee etree 
Stengel PSR OP b ED | Fea ee | ee 
Tradescantia Purpusii E/ iil 111) | Bill dlls deh il 
Blattunterseite P| 1111 L111 |) bY) | HLT | #444 
Majanthemum bifolium E lll 111) | FF | OT TA 
Stengel Py eee iy Lad | eae eee. tee 
Linaria vulgaris, Stengel BAM) Bes es an Bt. 

PP; iil) 1111 1111 Pee 14.43 
Allium cepa, Au®enepidermis my Fan nee F 1} SES 

Py ohE ba 1111 1111 rye 


b) Bestrahlung von innen her durch das Parenchym. 








L__30" 2' 4’ 6’ 8" 

Tradescantia Purpusii E | 1111 1111 eho) Freee) eee 
Stengel Pi} pane) rien | tana | +a31 | +400 
Tradescantia Purpusii E Lith ELI 11 1] eae $+ 39 
Blattunterseite PEERED (AEE | Ha | +e) eet 
sett 

Majanthemum bifolium, Stengel ASS, A Bn ida BR BES. 
Pir PPey oe i PEPE) BEE rer 

1 

Linaria vulgaris, Stengel ll dl AA _— wid “ee ki 
PER PEE! OMS MiG 2 0 ena fe 

Allium cepa, Aufenepidermis wd EE. eae ore = 

ry} §3 FI fe EEE [ees 


| —lebend, + —tot. E— Epidermiszellen, P — Parenchymzellen. 


Da der Vergleich der Wirkungen durch die UV-Besirahlung von auffen 
und von innen her bei Majanthemum bifolium mit Erfolg durchgefiihrt 
wurde, priifte ich noch einige andere Objekte, namlich Flachenschnitte von 
Tradescantia Purpusii, Linaria vulgaris und Allium cepa. Es sei erlaubt, 
die Ergebnisse dieser kleinen Versuchsreihe hier einzuschalten. 

Bei der Bestrahlung von oben her (vgl. Tabelle 1a) ist der Grad der 
Schadigung bei Tradescantia (Stengel, Blattunterseite), Majanthemum (Sten- 
gel) und Allium cepa (AuRenepidermis der 3. Zwiebelschuppe) einander sehr 
ihnlich. Die Epidermis dieser Pflanzen ist nach 2 Minuten dauernder Be- 
strahlung noch ungeschidigt, ab 4 Minuten aber bei allen untersuchten 
Schnitten tot. Nach 8 Minuten Bestrahlung leben die subepidermalen Zellen 
nur mehr bei Majanthemum, Tradescantia (Stengel) und Linaria. Die epi- 
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dermale Zellwand des Tradescantia-Stengels wirkt demnach starker hem- 
mend als die Epidermis der Blattunterseite. Linaria zeigt selbst bei der 
Jangsten Bestrahlung von 8 Minuten weder in der Epidermis noch in den 
darunterliegenden Schichten geschidigte oder tote Zellen. 

Erfolgte die Bestrahlung von unter her durch das Parenchym (Tab. 1 b). 
so sind bei Tradescantia (Stengel, Blattunterseite) bei 4—8 Minuten 
die subepidermalen Zellen in zunehmendem Grade geschidigt und von 
6—8 Minuten auch die Epidermiszellen. Bei Majanthemum sind Hypo- 
dermis- und Epidermiszellen nach 8 Minuten Bestrahlungszeit tot, nach 

6 Minuten sind ein Viertel der Hypodermiszellen tot, 

die Epidermis bleibt ungeschidigt. Die subepider- 

malen Zellen von Linaria sind nach 6 und 8 Minuten 

TP is Ai ae teilweise geschidigt und tot, die Epidermis bleibt 

2 immer am Leben. 

Abb. 3. Majan- Die Innenepidermiszellen von Allium cepa zeigen 
themum bifolium. bei der Bestrahlung von oben oder unten her keinen 
Mittelwerte von k, Unterschied. Die adufere und innere Zellmembran 
bei der Plasmolyse verhialt sich hier beziiglich der UV-Strahlenwirkung 
in 1,0GM Dextrose. gjeichartig. Bei allen Versuchen blieben die Stomata- 
Die Bestrahlung mit 7eljen ungeschadigt, auch dann, wenn alle Epidermis- 


UV-Licht erfolgte zellen durch die Strahlenwirkung schon getétet 
bei a) durch die Epi- 


dermis, bei b) durch 
das Parenchym. Ge- 
messen 2 bis 4% 
Stunden nach der Uberblicken wir die Ergebnisse, so lassen sich 
Bestrahlung. einige charakteristische Veranderungen der Wasser- 
permeabilitat durch Temperatursteigerung und 
UV-Bestrahlung beobachten. Die Temperatursteigerung verursacht in allen 
Versuchen eine Erhéhung der Eintrittsgeschwindigkeit der Plasmolyse. 
Liegen die Temperaturen der Heiztischversuche 15 bis 20°C iiber denen 
der Kontrollversuche, so kann dies eine Verdoppelung bis Verdreifachung 
der Werte von ky zur Folge haben. Die Temperatur, vorausgeseizt dal 
sie noch keine Schidigung am Plasma hervorruft, iibt keine Nach- 
wirkung in zeitlicher Hinsicht aus. So zeigten Schnitte oder Wasser- 
blatteile, die 24 Stunden im Thermostaten einer Warme von 37°C aus- 
gesetzt waren und im Anschluf daran bei Zimmertemperatur (20 bis 22° C) 
mit Traubenzucker plasmolysiert wurden, die gleiche Eintrittsgeschwindig- 
keit wie die unbehandelten Konirollversuche. Die Wasserpermeabilitat des 
Protoplasmas erscheint hier also ,thermostabil”, d. h. die hohen Tem- 
peraturen, denen‘ die Schnitte ausgesetzt waren, sind ohne nachhaltende 
Wirkung. F. und G. Weber (1916) haben Gleiches fiir die Abhangigkeit 
der- Plasmaviskositit von der Temperatur gefunden. Nach ihren Beob- 
achtungen ,,hat die thermische Vorgeschichte keinen Einflu@ auf die Plasma- 
viskositat™. 
Daf Erwairmung die Wasserpermeabilitat des Plasmas erhdht, ist, wie 
schon in der Einleitung erwahnt, seit langem bekannt. De Haan (1933) 
versucht diese Steigerung auf einen Quellungsprozeft des Protoplasmas zu- 


waren. 


4. Besprechung der bisherigen Versuche 
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riickzufiihren. Offen bleibt indes die Frage, ob eine solche Quellung im 
Augenblick des Temperaturwechsels eintritt oder eine bestimmte Zeit zur 
Umstellung benétigt. Ich habe solche vergleichende Versuche nach kiirzerem 
und langerem Aufenthalte der Schnitte bei hohen Temperaturen systema- 
tisch noch nicht ausgefiihrt. Von der klaren Beantwortung der Frage wird 
es aber mit abhangen, wie wir uns die Beeinflu@ung des Plasmas durch die 
Wirme vorstellen: ob tatsachlich das Protoplasma durch Einlagerung von 
Wassermolekiilen an Masse zunimmt, d. h. quillt und dadurch den Filtra- 
tionswiderstand gegen Wasser herabsetzt, wie de Haan meint, oder ob 


990+ 
080- \ 
070+ ‘ 


260+ 














tS 0 5 20 25 7 3 w0 45 min 
Abb. 4. Majanthemum bifolium. 
Plasmolyseverlauf in 1,0GM Dextrose. 10 Min. UV-Bestrahlung durch die Epi- 
dermis A A, 10 Min. UV-Bestrahlung durch das Parenchym o o. Die 
Messung erfolgte 3 bis 444 Stunden nach der Bestrahlung. 








andere Veranderungen noch unbekannter Natur die Plasmastruktur und 
damit die PorengréBe den augenblicklich herrschenden Wirmegraden an- 
passen wiirden. 

Von ganz anderer Art sind die Veranderungen, die das Plasma durch 
die UV-Bestrahlung erfahrt. Neben der erwiesenen primaren Erhéhung 
der Wasserpermeabilitat kann als einzig gemeinsames Merkmal aller mei- 
ner Bestrahlungsversuche das Fortdauern der Strahlenwirkung in- 
nerhalb begrenzter Zeitraume und dariiber hinaus ein allmahliches Ab- 
klingen festgestellt werden, vorausgesetzt natiirlich, da die gebotene Strah- 
lendosis subletal war. Die Erhéhung der Wasserpermeabilitat, die bei den 
untersuchten Zellen von Majanthemum bifolium nach Bestrahlung auftrat, 
war dem Werte nach geringer als bei den Heiztischversuchen. Die oft ent- 
gegengesetzten Versuchsergebnisse iiber die UV-Strahlenwirkung (Lit. bei 
Toth 1949, S. 162) auf lebendes Plasmas werden ecinmal als Permeabili- 
tatserh6hung fiir Salze und Anelektrolyte beschrieben, das andere Mal aber 
als Herabsetzung, wihrend eine Reihe von Autoren iiberhaupt keinen Ein- 
flu8 des Lichtes auf die Permeabilitat beobachten konnten. Dieses ver- 
schiedene Reaktionsvermigen, im besonderen aber das langsame Abklingen 
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der Strahlenwirkung, das einer Erholung des Plasmas vom erlittenen Scha- 
den gleichzukommen scheint, legt die Vermutung nahe, daft es vor allem 
chemische Verainderungen des Protoplasmas sind, die je nach Qualitat bzw. 
Quantitat und Zeitdauer der Bestrahlung verschieden sein kénnen. 

Welche Wirkungen die Dauer der Bestrahlung haben kann, zeigte in 
einfachen Beispielen schon Lepeschkin (1937), wenn nach anfinglicher 
Viskositétsabnahme in weiteren Stadien der Nekrobiose eine Viskositiits- 
erhdhung auftritt, die schlieBlich in eine Koagulation des Plasmas iibergeht. 
— Einer anfanglichen PermeabiliiatserhGhung kann 20 bis 24 Stunden nach 
erfolgter (reversibler) Bestrahlung eine Herabsetzung der Permeabilitit 
folgen, wie Bieb] (1942b) bei Aufenepidermiszellen der Zwiebelschuppen 
von Allium cepa beobachten konnte. Erschwert werden solche Versuche noch 
durch die spezifische Empfindlichkeit der Plasmen, die selbst bei der gleichen 
Versuchspflanze nach Alter und Lage der Zellen im Gewebeverband vari- 
ieren kann. 

Vom starksten Einfluf auf die endgiiltige Wirkung der UV-Strahlung ist 
nun nach meinen Befunden die filtrierende und hemmende Eigenschaft der 
Epidermis, bzw. der Kutikula. Diese Schutzwirkung der Epidermis ist 
schon lange bekannt und war oft Gegenstand umfassender Untersuchungen 
(Kluyver 1911, Ursprung-Blum 1917, Wuhrmann-Meyer 1944). 
Die durch das Parenchymgewebe, d.h. von der Innenseite der Schnitte 
her bestrahlten Hypodermiszellen von Majanthemum lassen eine Wirkung 
der UV-Strahlung erkennen, die starker erscheint als bei den durch die 
Epidermis, d.h. von auffen her bestrahlten Zellen. Die Absorption der 
UV-Strahlen in den Zellmembranen des mehrschichtigen Parenchymgewebes 
der Schnitte muff daher um vieles geringer sein als die Filterwirkung der 
einschichtigen epidermalen AuSenwand (Kutikula). Die Schichtdicke der 
von den Strahlen zu: durchdringenden Membranen scheint bei dieser Ver- 
suchsanordnung wenig Bedeutung zu haben gegeniiber dem chemisch-physi- 
kalischhen Aufbau der Zellwande. Gemeint ist hier in erster Linie die 
Kutikula der Epidermis-Aufenwand, deren starke Absorptionskraft be- 
sonders schén im Fluoreszenzmikroskop durch die Eigenfluoreszenz (hell- 
gelb aufleuchtend) zum Ausdruck kommt. Verschiedene Membrandicke der 
kutinisierten Aufenwand konnte Toth (1949) an den auffenepidermalen 
Zellen von Allium cepa nachweisen und beobachten, da die Zellen mit 
stiirkeren Membranen und folglich auch miachtigerer Kutikula am resisten- 
testen gegen die UV-Strahlung waren. 


3. Orientierende Messungen der Harnstoffpermeabilitat in 
ihrer Abhangigkeit von Temperatur und UV-Bestrahlung 


Die Berechnung der Harnstoffpermeabilitat erfolgt auf Grund plasmo- 
metrischer Einzelmessungen wahrend der Riickdehnung der Protoplaste. 
Der auf die Zeiteinheit (Stunde) bezogene Wert der Plasmolysegradanderung 


G, 


AG ergibt sich aus —2— * .60, wobei G,, G, die Plasmolysegrade zu den 


Mefizeiten t, und t, sind. Ich habe bei diesen Versuchen die Berechnung der 
Permeationskonstanten P’ (vgl. Collander und Barlund 1933, Héfler 
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1934, Hofmeister 1935 u.a.) nur fiir die spatere Ermittlung des Tem- 
peraturquotienten Q,, beniitzt, wahrend in den vergleichenden Versuchen 
die pro Stunde permeierte Menge M des Plasmolytikums (Harnstoff) als 
Vergleichswert genommen wurde. M berechnet sich aus 4G. C (C = Kon- 
zentration des Plasmolytikums). 


I. Heiztisechversuche — 42° C 
Versuch 114 4. VIII. 48 LT: 27°C 0.9 GM Harnstoff 


Der entliiftete Schnitt wurde um 14.33 Uhr in das Plasmolytikum gelegt. Die 
erste Messung erfolgte um 14.38 Uhr, die zweite um 14.44 Uhr. Vorher 5 Stunden in 
dest. Wasser gewassert. 


Zelle 1 l h b G G,—G, M | 


1 2 1 
1 65 71 74 13 0,82 0,081 0,72, 0,92, 
2 86, 92 98 14 0,83, 0,056 0,50, 0,61, 
3 74 79 88 14 0,78, 0,056 0,50, 0,61, 
Der Mittelwert von M — 0,57, GM Harnstoff. 


Versuch 99 2. VIII. 48 LT: 26°C 1,0 GM Harnstoff 


Der entliiftete Schnitt wurde um 11.48 Uhr in das Plasmolytikum gelegt. Die 
erste Messung erfolgte um 12.03 Uhr, die zweite um 12.09 Uhr. Vorher 3 Stunden 
in dest. Wasser gewassert. 


Zelle L, | h b G, G,—G, M Pp 
1 47 51 59 13 0,72, 0,065 0,65 0,87, 
2 81 88. 97 9 0,80, 0,078 0,78 1,08 


3 58. 62, 78 14 0,78 0,054 0.54 0,67. 
Der Mittelwert von M — 0,65, GM Harnstoff. 


II. Bestrahlung mit ultraviolettem Lichte 


Versuch 129 6. VIII. 48 Br: 2 1,0GM Harnstoff 


2 Min. UV-Bestrahlung. Die Messung erfolgt sofort nachher. Die Zelle 1, 2 und 
4 sind mit Anthocyan gefarbt, wahrend die Zelle 3 ungefarbt ist. Der Schnitt wurde 


um 11.55 in das Plasmolytikum eingelegt. I. Messung um 12.12, II]. Messung um 
12.17 Uhr. 


Zelle I, l, h b G, Coy. tl 
Pug 85 97 11 0,80, 0,031 0,37, 
2 oie 46, 50 11 O81, 0,034 = 0,40, 
Sica 50 57 11 0,78, 0,031 0,37, 
4 49 50 56 11 0,80, 0,027 0,32, 


3 
Der Mittelwert von M — 0,36, GM Harnstoff. 


Versuch 137 —7., VIII. 48 LT: 25°C 1,0GM Harnstoff 


4 Min. UV-Bestrahlung. Die Messung erfolgt sofort anschliefend. Die Zelle 1 ist 
ungefarbt, 2 und 3 gefarbt. Der Schnitt wurde um 12.09 Uhr in das Plasmolytikum 
eingelegt. I. Messung um 12.28 Uhr, II. Messung um 12.38 Uhr. Am Ende des Ver- 
suches keine geschadigten Zellen. 
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Zelle I, l, h b G, GG, -M 
1 58 62, 79 14 067, 0,056 0,33, 
ee 79 95 110,74 0,053 0,31, 
2, 70 89 11 0,69, 0,053 0,31, 


Der Mittelwert von M = 0,32, GM Harnstoff. 


Versuch 93 — 311. VIII. 48 LT: 24°C 1,0 GM Harnstoff 

5 Min. UV-Bestrahlung. Die Messung erfolgt erst 3 Stunden spiiter. Die Zelle 2 
ist gefarbt, 1 und 3 sind ungefarbt. Der Schnitt wurde um 12.16 in das Plasmo- 
lytikum gelegt. Die erste Messung um 12.36 Uhr, die zweite um 12.39. Keine sicht- 
baren Schadigungen am Ende des Versuches. 


Zelle 1, l, h b G, GG, 
i 55 62 8 0,79, 0,047 0,94 
Sica 70 83 9 0,77, 0,037 0,74 
ie 59 61 9 0,88 0,038 0,76 


Der BMiltelwest von M = 0,81, GM Harnstoff. 


Versuch 133 6. VIII. 48 LT: 25°C 1,0GM Harnstoff 


10 Min. UV-Bestrahlung. Die Messung erfolgt sofort nachher. Zelle 1 ist farblos, 
Zelle 2 ist gefairbt. Der Schnitt wurde um 14.30 Uhr in das Plasmolytikum gelegt. 
[. Messung um 14.46 Uhr, II. Messung um 14.51 Uhr. Die bestrahlten Zellen zeigen 
keine Schidigung und lassen sich nach Uberfiihrung in 0,6GMKCI neuerdings 
plasmolysieren. 


Zelle L, l, h b G, G,—G, M 
1 49, 52 55 11 0,83, 0,040 0,48 
2 72 75 80 9 0,86, 0,038 0,45, 


Der Mittelwert von M = 0,46, MG Harnstoff. 


IIT. Kontroliversuche 
Kontrollversuch 70 28. VII. 48 LT: 24°C 1,0GM Harnstoff 
Der Schnitt wurde um 12.25 Uhr in das Plasmolytikum gelegt. Die I. Messung 
um 12.40 Uhr, die I]. Messung um 12.45 Uhr. 

Zelle i, l, h b G, G,—G, M Py 

1 51 52 68 12 0,69, 0,014 0,16, 0,18, 

2 56 57 74 12 0,70, 0,013 0,15, 0,16. 
Der Mittelwert von M — 0,16, GM Harnstoff. 


Kontrollversuch 110 4. VIII. 48 LT: 262.C 0,9 GM Harnstoff 


Der Schnitt wurde um 11.46 Uhr in das Plasmolytikum gelegt. Die I. Messung 
um 12.10 Uhr, die II. Messung um 12.16 Uhr. 


Zelle 1, l, h b G, G,—G, M Pe 
1 87 88, 94 12 0,88, 0,019 0,17, 0,21 
2 79 80. 82 9 0,92, 0,021 0,18, 0,23, 
3 77 78 81 11 0,90. 0,013 0,11, 0,14, 
Der Mittelwert von M — 0,16, GM Harnstoff. 
Weitere Werte von M unter den gleichen Versuchsbedingungen waren von der 
Grofe: 0,16, 0,15 0,27, 0,25, 0,19, und 0,27. 
Der Mittelwert von M (aus allen gemessenen Zellen) — 0,19, GM Harnstoff. 
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Die Harnstoffpermeabilitat von Majanthemum bifolium wurde schon in 
mehreren Arbeiten untersucht (Hifler 1934, 1937; Rottenburg 1943) und 
die Pflanze gehért mit zu den bestbekannten Versuchsobjekten. Die bei 
den Kontrollversuchen gefundenen Werte von M lassen sich gut mit denen 
von Héfler (1934, S. 228—230) vergleichen. Wenn die Werte von M bei 





den Versuchen von Hifler kleiner als die 
hier gemessenen sind, so kann dies sogar 
als ein neuerlicher Beweis fiir den perme- 
abilititserhGhenden Einflu& der Warme 
gelten. Die Versuche Hiflers fanden an 
Freilandpflanzen in der Ramsau (Steier- 
mark, 1100m Seehéhe) bei 9—18°C statt, 
meine aber bei 24—26°C. Die Erhéhung 
der Harnstoffpermeabilitét nach UV-Be- 
strahlung erreicht die Werte der Heiztisch- 
versuche und kann sie in einzelnen Fallen 
(5 Min. UV.-Bestr. 3 Stunden spater ge- 
messen) sogar iibertreffen (vgl. Abb. 5). 
Gefarbie und ungefiarbte Zellen verhalien 
sich gegeniiber der Strahlenwirkung gleich. 
Die grofen Unterschiede in der Harnsitoff- 
permeabilitaét nach UV-Bestrahlung mi- 
gen durch den Umstand begiinstigt sein, 
da® die verglichenen Versuche nicht von 
einer Pflanze stammen. Zusammenfassend 
kann iiber die Harnstoffpermeabilitat der 
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Abb. 5. Majanthemum bifolium. 
Mittelwerte von M (— G.C) 
wahrend der Riickdehnung der 
Protoplaste in 1,0GM Harnstoff. 
Die Plasmolyse erfolgte bei 4, 
bzw. 10 Min. UV-Bestrahlung 
unmittelbar danach, nach 5 Min. 
UV-Bestrahlung erst 3 Stunden 











subepidermalen Zellen von Majanthe- spater. 

mum bifolium (oder wie allgemein iiblich 

.Hypodermiszellen*, vgl. Héfler 1934, S. 223) gesagt werden, daft Tem- 
peraturerhéhung und UV-Bestrahlung sich in der gleichen Weise auswirken 


wie bei der Wasserpermeabilitat. 


If. Versuche mit Convallaria majalis 


Diese Pflanze hat mit Majanthemum viele Eigenschaften gemeinsam. 
So wurden auch hier die subepidermalen Zellen aus dem basalen Stengel- 
teil zur Messung verwendet. Die Zellen sind bei Convallaria breiter und 
es kommt nur selten zu Teilungen der Protoplaste bei der Plasmolyse. 

Die Versuchspflanzen holte ich aus dem Wienerwalde (Purkersdorf), die 
weitere Behandlung und Pflege war die gleiche wie bei Majanthemum. 

Die meisten Messungen wurden in Kaliumehlorid als Plasmolytikum 
durchgefiihrt, da in diesem Diosmotikum die Protoplaste vom Plasmolyse- 
cintritt an schéne, konvexe Formen hatten. Gegen hohe Temperatur war 
Conpvallaria empfindlicher als Majanthemum, so daf ich nur mit 36° C ar- 
beitete. Die Bestrahlungsdauer von 3 Minuten hatte innerhalb 24 Stunden 
noch keine tédliche Wirkung. 

Die folgenden Versuche stammen von den Schnitten einer Pflanze, die noch schéne 
griine Blatter hatte, und zeigen gut, wie die Wirkung der UV-Bestrahlung mit der 
Protoplasma Bd. XXXIX/4. 39 
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Zeit wieder abklingt. Der Einflu& der Temperatur sowie der ultravioletten Strahlen 
ist bei gefarbten und ungefirbten Zellen von Convallaria etwa von der gleichen 
GréRe. Die Eintrittsgeschwindigkeit der Plasmolyse wurde in 0,6 GM Kaliumchlorid 
(gelést in dest. Wasser) gemessen. 


Versuch 77 3. IX. 48 LT: 20,5° C 


Heiztisch 36°C. Der Plasmolyseverlauf ist sehr gut. Der Schnitt lag 2 Stunden 
im Leitungswasser. 

Zelle h l L l b 9: g2 G RE Zeit 

1. S57; PD ehh 414, 15 0,70, 0,65, 0,56, 058, 3-4 

2 48 3% 8% 31, 114 0,63, 0,60 0,56 0,63, %» 

3 97 69 65, 59, 14 0,66, 0,62, 0,56, 0,53 e 

4 64 52 48 40 14 074 067, 055, 050, ; 
Mittelwert von k, = 0,56,. 


Versuch 88 3. IX. 48 LT: 21°'€ 


3 Min. UV-Bestrahlung (unmittelbar vor der Messung). Immer schéne konvexe 
Protoplastenformen. Der Schnitt wurde 26 Stunden gewassert. 


Mie yk. 1 ial b n 9° G ke Zeit 
1... 04:47 42 38 21 0,66, 0,58, 0,52 0,86, 3—4 
+. 2 £1 13 0,67 0,63, 0,59, 0,82, J 
8... Bh iB 62 56, 11, 0,73, 0,67, 0,60, 0,76, 

Mittelwert von kp = 0,81,. 


Versuch 83 3. IX. 48 LT: 21°C 


3 Min. UV-Bestrahlung. Gemessen 1 Stunde 20 Min. spiter. Die gemessenen 
Zellen lebten noch nach 24 Stunden und zeigten schéne Systrophe. 


Zelle h 4 L l b 91 J2 G RE Zeit 
ES tae 75: 5672 a 18 0,77, 0,68, 0,55, 062, 3-4 
2 537 49 4 37, 13 0,78, 0,71, 058, 0,54, fo 
$3 65 68 6B UD 18 0,65 0,58, 0,50. 0,67, ts 
Mittelwert von kg = 0,61,. 


Versuch 84 4. IX. 48 LT: 20,5° C 


3 Min. UV-Bestrahlung. Die Messung erfolgte 24 Stunden spiter. Der Plas- 
molyseverlauf ist sehr gut, die Zellen ohne Schidigung. 


Zelle A i Lb l b 91 J2 G RE Zeit 
1c Ht © 17 076, 070, O55, O41, 34 
2 e 7 & 2 6, G61 O38, OF; O44, - 
3 50 6 41, 33, 17 0,78, 0,71, 0,55, 0,43, 
Mittelwert von kp = 0,43,. 


Versuch 85 = 44. IX. 48 LT: 21°.C 
3 Min. UV-Bestrahlung. Die Messung erfolgte 25 Stunden spater. 
Zelle A 4, Lb 1 6 1 g2 G RE Zeit 


1 68 55 = Ua 0,71, 0,65, 0,52, 0,43, 3-4’ 
2° S2 =e 55 49. 18 0,63, 0,59, 0,53. 0,44. 
3 7 62, 58 47 19 0,70, 0,65, 0,51 
Mittelwert von kp = 0,41,. 


” 


0,38 ” 


2 
6 














Kontrollversuch 81 3. IX. 48 
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LT: 21°C 


Der Schnitt lag 5 Stunden im Leitungswasser. 


Zelle h 4 lL l b 
| pee: wee 72 Al 
20 0 8 41, 14 
ea a. oe 
‘nen 0 6 SH 8 

Mittelwert von k, — 0,33... 


Kontrollversuch 86 4, IX. 48 


on g2 G RE Zeit 
0,92, 0,88, 0,65 0,26, 3-4’ 
0,76, 0,72, 0,60, 037, , 
0,88, 0,82, 064 039  ,, 
0,84, 0,80, 0,63, 0,29. ,, 
LT: 21°C 


Der Schnitt lag 25 Stunden im Leitungswasser. 


Zelle A i L l b 
1 6 45, 43, 41, 15 
2 65 46, 44 41 15 
oon oa6 51 47 17 

Mittelwert von k¥ — 0,40. 


8 
3 
8 


" 92 G kE Zeit 
0,58, 056, 0,52, 0,44, 3-4 
0,63, 0,60, 0,55, 039, ,, 
0,59. 056 051, 038 , 


Erfolgte die Messung unmittelbar nach der UV-Bestrahlung, so ist bei 
langgewasserten Schnitten von Convallaria majalis (z. B. Versuch 88 — 


26 Stunden) die Erhéhung der 
Eintrittskonstanten gréfer als 
die durch Wirme bedingte. Im 
Vergleich mit den iibrigen unter- 
suchten Versuchspflanzen _ stellt 
dies einen Ausnahmefall dar. 

Findet die Messung ein bis 
zwei Stunden nach der Strahlen- 
wirkung statt, so sind die Werte 
von kg von der gleichen Groéfen- 
ordnung wie die am Heiztisch 
(36° C) gefundenen (vgl. die Ver- 
suche 77 und 83). 

Bei Messungen, die 24 Stunden 
nach erfolgter Bestrahlung durch- 
geftihrt wurden, ist kaum noch 
ein Einflu@ der Strahlenwirkung 
festzustellen, da die LEintritts- 
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Abb. 6. Convallaria majalis. 
Mittelwerte der Eintrittskonstanten kg bei 
der Plasmolyse in 0,6GM Kaliumahlorid. 
In der Warme (36° C), nach 3 Min. UV-Be- 
strahlung (sofort, 14% Stunden und 24 Stun- 
den nach der Bestrahlung gemessen) und 

ohne Vorbehandlung (Ko). 








geschwindigkeit der Plasmolyse im Vergleiche zum Kontrollversuche nur 
um weniges héher ist (Versuche 84, 85, 86). Die permeabilitats- 
erhdhende Wirkung der UV-Bestrahlung klingt also mit der Zeit wieder 
ab und ist nach einem Tage schon fast ganz aufgehoben (Abb. 6). 

Zusammenfassend kann gesagt werden, daff die Wasserpermeabilitat der 
subepidermalen Stengelzellen von Convallaria majalis sowohl durch Warme 
(56° C) wie auch UV-Bestrahlung (wenn die Messung unmittelbar darauf 
oder ein bis zwei Stunden spiater erfolgt) erhéht wird. 
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ILl. Versuche mit Salvinia nutans 


Die Zellen der Wasserblatter von Salvinia natans — genaue Beschreibung 
des Objekts siche Seemann (1950, S. 152) — wurden den gleichen physi- 
kalischen Bedingungen ausgesetzt wie die Schnitie von Majanthemum und 
Convallaria. Von jedem Wasserblatt wurden mehrere Versuche am Heiz- 
tisch, nach UV-Bestrahlung und unter normalen Bedingungen (= Kontroll- 
versuche) durchgefiihrt und dann die Ergebnisse verglichen. 

Gegen Temperatursteigerungen ist Salvinia natans sehr empfindlich. 
Wurden Salze als Plasmolytika verwendet, so kam es in den meisten Fallen 
bei 42°C zu Tonoplastenbildung oder vollstandiger Koagulation des Plasmas, 
wiahrend bei 36° C diese Erscheinungen unterblieben. Das Standortwasser 
von Salvinia natans hatte zur Zeit der Versuche 17—18° C. Die Pflanzen 
wurden im Glashaus des Institutes in einem Betonbecken kultiviert. Die 
Temperatursteigerung um ungefahr das doppelte, stellt schon eine hohe 
Anforderung an die Lebenskraft der untersuchten Zellen, da ja die Wasser- 
blatter von Salvinia natans unter natiirlichen Verhiltnissen kaum einem 
solchen Temperaturwechsel ausgesetzt sein diirften. 

Die Plasmolytika wurden bei allen Versuchen mit bidest. Wasser hergestellt. 
Die Plasmolyse erfolgte in einer Reihe von Elektrolyten und Anelektrolyten wie 
NaCl, KCl, KNO,, Glyzerin, Erythrit und Sulfoharnstoff. Von den letzten zwei 
Diosmotika wurde die Eintrittsgeschwindigkeit der Plasmolyse in verschieden 
hohen Konzentrationen (0,35 GM und 0,40 GM) beobachtet. 

Die in den Tabellen unter der Rubrik ,,Zelle“ befindlichen Zahlen geben die 
Lage der gemessenen Zelle im Zellfaden an. Die basale Zelle hat Nummer 1, die 
folgende 2 usw. Die den Zahlen oft angefiigten Zeichen ’, * bezeicinen immer die 
Zellen ein und desselben Zellfadens. 


Plasmolyse in 0,20 GM Kaliumchlorid. 
Versuch 107 15. IX. 48 LPs 20°C 


Heiztisch 36°C. Fast alle Zellen sind plasmolysiert, nur wenige Tonoplasten. 
Gut mefbare Protoplastenformen. 


Zelle h i L I b 91 J2 G ke Zeit 
2” 68, 50, 42 37 17 064, 052, 045, 091. 6—9 
3 62 43 39, 36 17 0,60, 054 048 075, 
4 45 31, °29, 27, 17 056, 0,52, 049, 0,77, 
Mittelwert von kg = 0,81,. 


” 


Versuch 109 = 15. IX. 48 LY: Zib°-C 


3 Min. UV-Bestrahlung unmittelbar vor der Messung. Alle Zellen leben und 
haben sehr gut mefbare Protoplastenformen. 


Zelle h b i :! a ge G ke Zeit 
4 65,...53 46 36 15 (0,74 «0,63, 0,47. 0,60, 6—9’ 
3* 8 33,— 2- 224— 12 0,69 059, 0,48. 0,63 : 
Tpr-+t 32 28. 23. 

7” 53 37 30 15, 0,69, 0,60, 0,47 0,57, 
ye oe, 33 29 14, 0,62, 0,55 0,47, 67 
Mittelwert von ky = 0,62,. 


1 Tpr. Teilprotoplaste. 
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Kontrollversuch 106 15. IX. 48 LT: 21°C 
Im ganzen Wasserblatt sehr gut meftbare Protoplastenformen. 


Zelle h 4 Lb l b 1 2 G RE Zeit 
3 60 52, 45 33 16 0,78, 0,67, 0,46, 051, 6-9 


4 4 0 35 27 14 076, 0,66, 048, 053, ., 
* 73 62 «55 «42 «16, 077, 067, 050 052 ,, 
5° 49 42, 37, 29, 18 0,73,' 0,64, 048, 0,50, _,, 


Mittelwert von kg = 0,51,. 


Bei den Heiztischversuchen (36°C) sind es zumeist die jungen, distalen Zellen, 
die Tonoplastenbildung zeigen, wihrend die basalen Zellen einen normalen, guten 
Plasmolyseverlauf aufweisen. Die héchsten Werte von k, besitzen die gemessenen 
Wasserblattzellen von Salvinia natans bei einer 
Temperatur von 36°C. Die 3 Minuten dauernde 
Bestrahlung erhéht ebenfalls die Eintritts- 
geschwindigkeit der Plasmolyse in Kaliumchlorid, 
wenn auch in wesentlichh kleinerem Ausmafe. 
Aus einem Vergleich der Plasmolysegrade §g,, 
die iiberall in der 6. Minute gemessen wurden, 
lat sich das Fortschreiten der Plasmolyse in den 
einzelnen Messungen feststellen. So betragt der 
Mittelwert von g, bei 42°C 0,60,, nach der Be- 
strahlung 0,68. und beim Kontrollversuch 0,76... 
Der Plasmolysegrad wird bei 36°C viel friiher 
erreicht wie etwa im Kontrollversuche, der bei 
einer Zimmertemperatur von 21°C stattfindet. 


























Versuche in 0,20GM Natriumchlorid und wae am 
0,20GM Kaliumnitrat (vgl. Abb. 7 u. 8) weisen re : eis aver 
im Prinzip die gleichen Ergebnisse auf. Die Ein- Abb. 7, Salvinia natans. 
trittsgeschwindigkeit ist in der Warme am héch- Mittelwerte der Fintritts- 
sten, nach UV-Bestrahlung ist die Erhéhung noch konstanten ky bei der Plas- 
sicher zu erkennen. Die beiden Plasmolytika NaCl molyse in Kaliumehlorid 
(chem. reinstes Praéparat) und KNO, eignen sich und Kaliumnitrat. 


gut zu diesen Messungen, verursachen keine 

Schiidigung des Plasmas oder sonstige pathologische Veranderungen. Die Mittel- 
werte der Eintrittskonstanten aus zwei Versuchsgruppen zeigen die geschilderte 
Beeinflussung der Wasserpermeabilitét durch Wiarme und UV-Bestrahlung. 


Versuche am Zahl der Mittelwert 0,20 GM NaCl LT: 169°C 
9. X. 48 gem. Zellen von ky 
Heiztisch 36° C 3 0,873 
3 Min. UV-Bestrahlung 4 0,473 
Kontrollversuch 3 0,373 
Versuche am Zahl der Mittelwert 0,20 GM KNO; LT: 220C 
14. IX. 48 gem. Zellen von ky 
Heiztisch 36° C 4 0,87 
3 Min. UV-Bestrahlung 3 0,68, 


Kontrollversuch os 0,514 
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Plasmolyse in 0,35 GM Glyzerin. 
Versuch 123 20. IX. 48 LT: 20,5° C 


Heiztisch 36°C. Fast alle Zellen im Wasserblatt leben und zeigen konvexe, 
gut mefbare Protoplastenformen. 














Zelle h h by Bot Say ge G ke Zeit 
3 35 2 22, 20, 14 0,58 0,51, 0,45, 0,36, 6—9% 
5 B.S a 13 0,60, 0,53, 0,45, 0,33, 
2 47 32, 2 2, 15 057, 0,50, 0,43, 0,36, 
Mittelwert von kg = 0,35,. 
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Abb. 8. Salvinia natans. 
Plasmolyseverlauf in 0,20GM Kaliumnitrat. Heiztisch 36°C o-------- o, 3 Min. UV- 
Bestrahlung A. A, Kontrollversuch x mi: 
Versuch 121 20. IX. 48 LT: 20°C 


3 Min. UV-Bestrahlung unmittelbar vor der Messung. Die meisten Zellen sind 
plasmolysiert und leben. 


Zelle h i, lL l b 1 g2 G RE Zeit 
2). B38 ey 42, 2B 12 0,83, 0,72, 0,45, 0,25, 6—9' 
3 52 4 43 28 «12 0,86 0,74, 0,46 0,25, 
4 49 40 36 27 «12, 0,74, = 0,65 0,46, 0,27 

Mittelwert von kg = 0,25,. 

Kontrollversuch 118 20. 1X. 48 LT: 19,3°C 


Die meisten Zellen sind plasmolysiert und haben ab Beginn der Messung sehr 
gute, konvexe Protoplastenformen. 





Zelle A rf Lb l b 91 g2 G RE Zeit 
2 47 44 41 28 14 084, 0,77 0,50, 0,19 6-9 
3 3 3 6M MM 14° O82, O75, 051, 0,20, 
eee Mm 2 TF Bui Ce WM. te, O17, 
So Rh RW UNO, O72. OS. OM, 


Mittelwert von kg — 0,19... 
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Weitere Versuche mit Salvinia natans in verschieden hohen Konzentrationen 
cines Plasmolytikums zeigen, daft die Werte von ky, bei den Kontrollversuchen in 
den niederen Konzentrationen gréfer sind, waihrend die behandelten Wasserblatt- 
zellen in beiden Lésungen ziemlich gleichgroRe Werte von ky besitzen. 
Bei der Plasmolyse in Erythrit 0,35 und 0,40GM zeigten die Protoplaste 
bei 36° C von Beginn der Messung an schéne, konvexe Formen, nach UV-Bestrahlung 
aber erst nach 6 bis 7 Minuten (Abb. 9). 


LT: 179C, 0,35 GM Erythrit 0,40 GM Erythrit 
Zahl der Mittelwert Zahl der Mittelwert 
gem. Zellen vonk, gem. Zellen von k;, 
Heiztisch 36° C 3 0,292 4 0,31, 
3 Min. UV-Bestrahlung 3 0,22, 4 0,22, 
Kontrollversuche 4 0,18, 4 0,145 


Bei Beriicksichtigung aller mit Erythrit durchgefiihrten Messungen (32 Versuche) 
sind die Mittelwerte von ky wie folgt: 


LT: 17 bis 20°C 


0,35 GM Erythrit 0,40 GM Erythrit 
Heiztisch 36° C 0,304 0,295 
3 Min. UV-Bestrahlung 0,19 0,17; 
Kontrollversuche 0,18 0,154 


Nach der Bestrahlung beginnt die Plasmolyse erst etwas wellig und geht aber 
dann ebenfalls in gut mefbare Formen iiber. Eine Strahlenwirkung ist auch hier 
festzustellen, wenngleich die Werte von k, nur wenig héher sind wie die der 
Kontrollversuche. 

Bei der Plasmolyse in Sulfoharnstoff 0,35 und 0,40GM kam es wihrend der 
Versuchszeit (30 bis 40 Minuten) zu keiner Schadigung des Plasmas. Die Permeation 
des Sulfoharnstoffes ist sehr gering, trat in vielen Fallen iiberhaupt nicht sichtbar 
zutage, und kann wohl bei der Berechnung der Wasserpermeabilitét unberiick- 
sichtigt bleiben. Der Verlauf der Plasmolyse war bei allen Versuchen sehr gut, die 
Protoplaste zeigten immer schéne, konvexe Formen. 


Sulfoharnstoff 
LT:17,5 bis 19,59 C 0,35 GM Erythrit 0,40 GM Erythrit 
Zahl der Mittelwert Zahl der Mittelwert 
gem. Zellen von k;, gem. Zellen von k, 
Heiztisch 36° C 3 0,97 3 0,89 
3 Min. UV-Bestrahlung 3 0,53, 4 0,34, 
Kontrollversuche 3 0,435 3 0,286 


Die Eintrittsgeschwindigkeit der Plasmolyse ist bei den unbehandelten und 
mit UV-Licht bestrahlten Wasserblattzellen in der héheren Konzentration (0,40 GM) 
von Sulfoharnstoff kleiner als in den Parallelversuchen der niederen Konzentration 
(0.35 GM). Bei den Heiztischversuchen (36°C) ist die Erhéhung der Wasser- 
permeabilitat sehr gro®, der Unterschied der Werte von k, in den beiden Lésungen 
aber gering, so da die Wirkung der verschiedenen Konzentrationen auf die Per- 
meation des Wassers durch die Warme iibertént erscheint (Abb. 10). 
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Die Eintrittsgeschwindigkeit der Plasmolyse in Elektrolyten und An- 
elektrolyten unterliegt bei Salvinia natans den gleichen Gesetzmiafigkeiten 
wie sie in allen vorhergehenden Versuchen mit Majanthemum und Con- 
vallaria beobachtet werden konnten. In der 
Warme erreichte der Wert der Eintrittskonstan- 
ten das héchste Ausmaft, dann folgten in weitem 
Abstande die bestrahlten Zellen, bei denen aber 
immer noch die permeabilitaitserhéhende Wir- 
kung der UV-Strahlung zu sehen ist. Im Ver- 
gleich mit den anderen untersuchten Objekten 
ist die Wirkung des 
UV-Lichtes auf die 




















: s : Wasserblattzellen 
x von Salvinia aber als 
gering zu _bezeich- 

\ nen. Es gibt hier 
0:35 6M mehrere Mdglich- 





Abb. 9. Salvinia natans. keiten der Erkla- 7:35 6M 
Mittelwerte der Eintritts- '"98- Da kann pb, 10, Salvinia natans. 
konstanten ky bei der Plas- die Bestrahlung un- —_Mittelwerte von kg bei der 
molyse in 0,35 und 0,40GM ter Wasser verant- Plasmolyse in 0,35 und 
Erythrit. wortlich sein, die 0,40 GM Sulfoharnstoff. 
Zellmembran und 
schlieBlich der Umstand, daf nur wenige der radiar von der Achse ab- 
stehenden Zellfaiden senkrecht von den UV-Strahlen getroffen werden. 


SchluBbesprechung 


Die Wasserpermeabilitat des Protoplasmas wird durch Aufeneinfliisse 
verschiedenster Art, wie sie die cH des Diosmotikums, physikalische Fak- 
toren oder die lonenwirkung von Salzen darstellen, in klarer und unzwei- 
deutiger Weise verandert. Der Permeation des Wassers setzt das Plasma 
einen gewissen, meftbaren Widerstand entgegen und gerade die Geschwin- 
digkeit des Durchtrittes der kleinen Wassermolekiile ist stark von den 
geringsten Veranderungen in der Plasmastruktur abhangig. Aus der er- 
weiterten Kenntnis der Wasserpermeabilitat kénnen sich daher wertvolle 
Aufschliisse fiir die Erforschung des Strukturzustandes des Protoplasmas 
ergeben. 

So wird, wie bereits gezeigt wurde (Seemann 1950), die Wasser- 
permeabilitat durch die cH der Versuchslésungen stark beeinfluBt, was in 
der Gréfe von Eintritts- und Riidkkgangsgeschwindigkeit der Plasmolyse klar 
zum Ausdruck kommt. Die Werte der Eintritiskonstante ky, bzw. der 
Riickgangskonstante kp erreichen ihr héchstes Ausmaf in der Nahe des 
Neutralpunktes und nehmen dann nach der sauern und alkalischen Seite ab. 
Hierin unterscheidet sich die Wasserpermeabilitat von der Harnstoff- und 
Glyzerinpermeabilitat. Was die beiden letzteren betrifft, wurde von 
Rottenburg (1943) festgestellt und von Drawert (1948) bestatigt, dal 
sie — bei den Plasmen vom Chara-Majanthemum-Typ — im alkalischen 
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Bereiche ansteigen und zum sauern Bereiche abnehmen. Eine solche Wir- 
kung im stark sauern oder stark alkalischen Bereiche wurde beim Stidium 
der Wasserpermeabilitaét nicht wieder gefunden, auch wenn sich meine Ver- 
suche auf das gleiche Objekt (Majanthemum) bezogen. 

Der Einflu&8 der nunmehr untersuchten physikalischen Faktoren, naimlich 
Wiarme und UV-Bestrahlung, kommt bei den drei gepriiften Zellobjekten 
in einer Erhéhung der Eintrittsgeschwindigkeit der Plasmolyse zum Aus- 
druck. Wenn aber der Einflu# der Temperaturerhéhung und UV-Bestrah- 
lung auch auf den ersten Blick gleichartig erscheint, so kénnen doch bei 
naiherer Untersuchung wesentliche Unterschiede festgestellt werden. Solche 
sind neben den rein quantitativen Differenzen — der Plasmolyseeintritt 
erfolgte bei den Heiztischversuchen im allgemeinen rascher als nach UV- 
Bestrahlung — noch folgende. 

Der Einflu& der Warme auf die Wasserpermeabilitat des Protoplasmas 
ist thermostabil, d. h. die Permeabilitat stellt sich auf die jeweils herrschende 
Temperatur ein, ohne eine Nachwirkung vorangegangener, héherer Tem- 
peratur zu zeigen. Hingegen ist die Wirkung der UV-Bestrahlung auf die 
Wasserpermeabilitat des Protoplasmas durch die zeitliche Nachwirkung der 
verursachten Permeabilititserhéhung spezifisch gekennzeichnet. Diese Nach- 
wirkung kann bis zu 5 Stunden nach erfolgter Bestrahlung in fast unver- 
mindertem Ausmafi andauern, dann nimmt sie an Starke ab und klingt 
schlieBlich, wenn die Strahlenwirkung reversibel war, nach Ablauf von 20 
bis 24 Stunden ab. 

Die am Protoplasten selbst erzielte Strahlenwirkung ist in ihrem Aus- 
mae weitgehend von den Schutzeinrichtungen der Zelle abhangig, d.h. von 
der Strahlenabsorption durch die Zellmembranen. Den Hauptschutz iiber- 
nimmt dabei wohl die Kutikula der epidermalen Au®enwand, welche, wie 
im Kapitel I./4 gezeigt wurde, eine starke Absorptionskraft fiir die UV- 
Sirahlen besitzt. 

Erwarmung und UV-Bestrahlung erhéhen die Wasserpermeabilitat des 
Protoplasmas. Hinter dieser scheinbaren Gleichheit der Reaktionen steht 
aber eine gewilfi weitgehende Ungleichheit in den Angriffspunkten der 
Warme, bzw. des UV-Lichtes auf die Strukturelemente des Protoplasmas. 
Dieser Umstand tritt in der besprochenen ,,Thermostabilitat“ des Tem- 
peratureinflusses bei der Warme deutlich zutage, wahrend die ,,Nach- 
wirkung~ der UV-Bestrahlung fiir den kurzwelligen Lichteinflu® charak- 
teristisch ist. 

Einige meiner Versuche waren der Temperaturabhingigkeit der Harn- 
stoffpermeabilitat gewidmet. Sie brachten zunidchst ahnliche Ergebnisse wie 
die Versuche iiber die Wasserpermeabilitaéi, namlich eine Erhéhung der 
Werte von P’ bei der Harnstoffpermeabilitat nach Temperatursteigerung 
und UV-Bestrahlung. Ein genauerer Vergleich der Wirkungen war aber 
erst nach Berechnung des Temperaturkoeffizienten Q,, fiir die Wasser- und 
Harnstoffpermeabilitat méglich. Die Berechnung von Q,, erfolgte nach der 


10 
Formel Qn-(%) t—t:. Da in meinen Versuchen die Ubertemperaturen 


gegeniiber den Kontrollversuchen um 14—20° C héher waren, habe ich die 
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Q,,-Werte nach dieser Formel berechnen kénnen. Fiir die Wasser, bzw. 
Harnstoffpermeabilitat ergibt sich so folgendes. 


Wasserpermeabilitiit 


Versuchspflanze Plasmolytikum Temperat. Mittelw. aus: Qo 
Salvinia natans 0.20GM Kaliumahlorid 21—36°C 2Versuchen 1,35 
Salvinia natans 0.20GM Kaliumnitrat 22—36°C 4Versuchen 1,45 
Salvinia natans 0.20 GM Natriumchlorid 16—36°C 2Versuchen 1,53 
Salvinia natans 0.35 GM Glyzerin 19—36°C 6Versuchen 1,44 
Salvinia natans 0.35 GM Erythrit 18—36°C 4Versuchen 1,28 
Salvinia natans 0.40 GM Erythrit 17—36°C 6Versuchen 1,52 
Salvinia natans 0,35 GM Sulfoharnstoff 19—36°C 2Versuchen 1,61 
Salvinia natans 0.40 GM Sulfoharnstoff i8—36°C 2Versuchen 1,89 


Majanthemum bifol. 0.60GM Kaliumdhlorid 23—40°C 2Versuchen 1,44 
Majanthemum bifol. 0.60GM Kaliumchlorid 25—42°C 4Versuchen 1,32 


Majanthemum bifol. 0.90GM Erythrit 24—42°C 4Versuchen 1,62 
Majanthemum bifol. 1,0 GM Dextrose 26—40°C 2Versuchen 1,38 
Majanthemum bifol. i.0 GM Dextrose 24—42°C 4Versuchen 1,75 
Majanthemum bifol. 1.0 GM Dextrose 24—42°C 4Versuchen 2,09 


Convallaria majalis 0,60GM Kaliumchlorid 21—36°C 4Versuchen 1,42 


Harnstoffpermeabilitit 


Majanthemum bifol. 0.90 GM Harnstoff 26—42°C 4Versuchen 2,25 
Majanthemum bifol. 1.0 GM Harnstoff 24—42°C 4 Versuchen 2,47 


Wurden Salze als Plasmolytikum verwendet, so liegen die Werte von 
Q,,, wie in der Tabelle gezeigt wird, bei den untersuchten Zellobjekten fiir 
die Wasserpermeabilitat zwischen 1,35 und 1,53. Starkere Abweichungen 
von diesen Werten sind mir in meinen Salzversuchen nicht begegnet. Auch 
die Versuche mit Anelektcolyten haben meist Mittelwerte zwischen 1,3 und 
1,6 ergeben. Auf gréffere Unterschiede weisen die Messungen in 1,0GM 
Dextrose (Majanthemum) hin. Die drei in der Tabelle angefiihrten Mittel- 
werte von Q,, gehen hier stark auseinander. Der Q,,-Wert 2,09 ist der 
héchste von mir gewonnene Temperaturkoeffizient und bezieht sich auf Ver- 
suche vom Juli 1949. — Fiir Salvinia erhielt ich Q,, — 1.28, wenn 0,35GM 
Erythrit zur Plasmolyse verwendet wurde, dagegen Q,,— 1,52 wenn der 
Plasmolyse-Eintritt in 0,40GM Erythrit der Berechnung zugrunde gelegt 
wurde. Ubrigens war hier beidemale das Eintrittstempo in der Warme 
ahnlich und nur bei den Kontrollversuchen war die Eintrittsgeschwindigkeit 
in 0,40 GM etwas gedriickt (vgl. S. 559). Vielleicht ist aber in dem fiir Salvinia 
etwas zu stark konzentrierten Plasmolytikum das Eintrittstempo der Plas- 
molyse nicht allein mehr durch den Wasserpermeabilitatswiderstand, son- 
dern durch den Form- (Viskositats-)widerstand des Plasmas mitbedingt. 
Ahnliches kénnte auch fiir den Vergleich der Q,,-Werte aus den Versuchen 
in 0,35 und 0,40GM Sulfoharnstoff gelten. 

Zusammenfassend kann iiber den Temperaturkoeffizienten Q,, bei der 
Wasserpermeabilitat gesagt werden. daf in meinen Versuchen bei der 





—s 


>, 2 me oe oe), Ue, 6. ee. See) ede dee 





Der Einflu@ der Warme und UV-Bestrahlung 563 


Plasmolyse in Alkalisalzen (KCl, KNO,, NaCl) und Anelektrolyten (Ery- 
thrit, Dextrose, Glyzerin, Sulfoharnstoff) die Werte des Q,, zwischen 1,3 
und 1,6 liegen, wenn wir von den einen Q,,-Mittelwert, der 2,09 betriagt, 
absehen wollen. De Haan (1933) findet in seinen Versuchen wesentlich 
héhere Werte, nimlich Q,, von 2.7 bis 2,9, und ist der Ansicht, da Tem- 
peraturerhéhung die Quellung des Protoplasmas beschleunige und dadurch 
die Wasserpermeabilitiit erhdhe. Der genannte Autor verweist dabei u. a. 
auf eine Angabe Gellhorns (1931), daf ein Q,, von 2 bis 3 fiir einen Quel- 
iungsprozeR typisch sei. Da& eine Temperatursteigerung bei vielen Pro- 
zessen die Quellung férdere, kann wohl als gesichert angenommen werden, 
doch darf allein aus der Héhe des Temperaturkoeffizienten wohl noch nicht 
auf Quellungsvorgiinge als magebende Ursache geschlossen werden, be- 
sonders dann, wenn es sich um ein so hochkompliziertes, lebendes System 
wie das Protoplasma handelt. — Zu beriicksichtigen ist natiirlich auch die 
Verschiedenheit der untersuchten Objekte. De Haan arbeitete mit Zellen 
der Innenepidermis von Allium cepa, ich aber mit Hypodermiszellen aus 
dem Stengel von Majanthemum bifolium und Convallaria majalis und mit 
Zellen aus den Wasserblattern von Salvinia natans. 


Was die Harnstoffpermeabilitaét betrifft, so ergaben einige vergleichend durch- 
gefiihrte Versuche der Temperaturabhiangigkeit bei Majanthemum wesentlich héhere 
Werte, Q,, lag zwischen 2,25 und 2,47. Es ist bemerkenswert, da bei Majanthemum 
die Harnstoffdurchlissigkeit durch Erwarmen stirker erhéht zu werden scheint als 
die Wasserpermeabilitaét* Bei diesen Versuchen handelt es sich um orientierende 
Messungen und ich betrachte die Resultate nur als ein vorlaufiges Ergebnis. Sollte 
es sich bestitigen, so ergaben sich daraus eine Reihe noch weiter zu priifender 
Fragen: 

1. Diffundiert der Harnstoff in der Warme (42°C) bei Majanthemum bifolium 
etwa zum Teil durch die Porenphase geméf& den Vorstellungen der Lipoid-Filter- 
theorie? Damit stiinde die Permeation des Harnstoffes in der Warme im Gegen- 
satz zu der bei gewéhnlicher Freilandtemperatur gefundenen — denn daf bei 
Majanthemum fiir den Harnstoff bei niederen Temperaturen noch kein geférdertes 
Permeationsvermégen gegeniiber der Lipoidléslichkeit zukommt, ist durch H6f- 
ler’s (1934) Messungen, die bei 9 bis 18° C stattfanden, ausdriicklich gezeigt. 

2. Wie verhialt sich die Q 
permeabilitat? 


1) der Wasserpermeabilitét zu der der Glyzerin- 


3. Oder lage etwa bei meinen relativ hohen Q,,-Werten ein Versuchsfehler in- 
sofern vor, als die Harnstoftversuche linger dauern, die Scinitte daher vor der 


1 Nach Wartiovaara (1942) liegen die Q,,-Werte zwischen 2,6 (Harnstoff) 
und 5,9 (2,3-Butylenglykol) und kénnen in extremen Fillen den Wert von 
Q,, = 9.2 (Hexamethylentetramin) erreichen. Daraus kann geschlossen werden, daf 
die Temperaturkoeffizienten bei kleinermolekularen Verbindungen niederer sind 
als bei gréRermolekularen. Dazu stimmt sehr gut, daf bei mir die Q,,-Werte bei 
Harnstoff zwischen 2,25 und 2,47 liegen, wahrend die Temperaturkoeffizienten beim 
kleinermolekularen Wasser im Durchschnitt nur 1,53 erreichen. Weitere Angaben 
iiber Temperaturkoeffizienten siehe bei Bélehradek (1935). 

Was die Aufnahme von Ionen, in ihrer Abhangigkeit von der Temperatur be- 
irifft, so findet jiingst Wanner (1948a, b) den Temperaturkoeffizienten Q,, des 
Anions gréRer als den des Kations. 
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Messung schon linger den hohen Temperaturen ausgesetzt sind und durch die 
Warmeschadigung schon eine pathologisch erhéhte Permeabilitat herrscht? 

Meine Versuche sind mit der Vorstellung vereinbar, dafi die Wasser- 
permeabilitat nicht allein von den. Hautschichten des Protoplasmas _ be- 
stimmt wird, sondern daft vor allem die Masse des Plasmas — das Binnen- 
plasma — am Permeationswiderstand mafigebend beteiligt ist. Solange die 
Permeation von gelésten Stoffen im Vordergrund der Untersuchungen stand, 
wurde den Plasmagrenzschichten die alleinige Verantwortung fiir den 
Diffusionswiderstand des Plasmas zugeschrieben. Fiir die Permeation des 
Wassers liefen eingehende Untersuchungen diese Vorstellung zweifelhaft 
erscheinen (vgl. Héfler 1949). 

Was im besonderen die von mir gepriifte Warme- und Strahlenwirkung 
beirifft, so kann offenbar ein auf das kolloide System des Protoplasmas 
einwirkender Faktor seinen Einflu& aufer an der Oberflaiche ebensowohl 
auch im Inneren des Systems an allen Teilen geltend machen. 


Zusammenfassung 


Die Ergebnisse der mitgeteilten Versuche mit Stengelparenchymzellen 
von Majanthemum bifolium, Convallaria majalis und Zellen der Wasser- 
blatter von Salvinia natans lassen sich folgendermaften zusammenfassen. 


1. Die Wasserpermeabilitaét wird durch Temperatursteigerung und durch 
UV-Bestrahlung erhoht. 

2. Das Ausmafi der Permeabilitatserhéhung ist in der Wiarme (36, 40, 
42° C) gréRer als nach UV-Besirahlung. 

3. Die durch die Strahlenwirkung herbeigefiihrte Anderung des Plasmas, 
die in einer erhéhten Wasserpermeabilitaét ihren Ausdruck findet, halt nach 
Ablauf der Bestrahlung an, klingt aber dann Jangsam im Verlaufe von 20 
bis 24 Stunden in den Zellen, die weiterleben,,. ab. 

4. Die Bestrahlungsdauer ist von Einfluf{ auf die Héhe der Wasser- 
permeabilitat. Diese steigt innerhalb der méglichen Bereiche mit der Grofe 
der gebotenen Strahlendosis. 

5. Die Filterwirkung der kutikularisierten Epidermis-Aufenwand 
schwiacht die Strahlenwirkung ab. Gleiche Strahlenmengen, die bei der 
Bestrahlung der Schnitte von innen her bereits tédliche Wirkung haben, 
erweisen sich bei der Bestrahlung von auften her noch als subletal. 

6. Der Einflu® der Warme ist ohne Nachwirkung auf die Wasser- 
permeabilitait des Protoplasmas. Sie erscheint thermostabil. Mit der Ab- 
kiihlung kehrt die friihere Permeabilitat wieder. 

7. Die Werte des Temperaturquotienten Q,, lagen in der Mehrzahl der 
Versuche iiber die Wasserpermeabilitat zwischen 1,3 und 1,6 und betrugen 
im Mittel 1,53. 
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Uber die Struktur des Zellkernes 


Ein experimenteller Beitrag zur Klarung zytologischer 
Strukturfragen! 
Von 
Alfred Pischinger, Graz 


(Aus dem histologisch-embryologischen Institut in Wien, Vorstand Professor 
Viktor Patzelt) 
Mit 6 Textabbildungen 
(Eingelangt am 26, Juni 1950) 


Die meisten Untersuchungen iiber die Struktur der lebenden Substanz 
kranken daran, daft ihre Methodik nicht im entferntesten der nétigen Kritik 
standhalten kann. Sie beriicksichtigen sehr haufig viel zu wenig, wie sehr 
die plasmatischen Gebilde, aber auch der Zellkern durch die Vorbereitung 
zur Untersuchung verandert werden, obwohl gerade auf diesen Umstand seit 
A. Fischers Untersuchungen am Ende des vorigen Jahrhunderts des 
éfteren hingewiesen wurde. Ich selbst war schon immer bemiiht, die histo- 
und zytologischen Methoden in ihren Grundlagen genau kennenzulernen, 
habe aber solche Studien durchaus nicht als Selbsizweck, sondern aus der 
Uberzeugung betrieben, daf sie unerlafliche Voraussetzungen sind fiir 
zweierlei: erstens fiir die Beurteilung des Wertes bisheriger Forschungs- 
ergebnisse und zweitens fiir die Ausarbeitung neuer Methoden, welche die 
Miangel alter vermeiden sollen. Am meisten fesselte mich dabei immer die 
viel umstrittene Frage nach der wahren Struktur des Zellkernes, vor allem 
in Hinblick auf seine Funktionen. Im Kerne einer lebenden oder iiber- 
lebenden Zelle, etwa eines kleinen Versuchstieres, sieht man selbst mit den 
leistungsfahigsten Systemen aufer einigen Kérnchen nur eine homogene 
Masse, in der wir vergeblich nach der Geriiststruktur der klassischen Be- 
schreibungen suchen, falls wir das Gewebe unter der nétigen Vorsicht, 
worauf ich spater eingehen werde, untersuchen. Es drangt sich daher jedem, 
der einmal Vergleiche zwischen lebender und fixierter Zelle angestellt hat, 
die Frage nach dem Wesen des bekannten Geriistes auf. Die geauferten 
Meinungen dariiber sind im allgemeinen zweierlei Art: Man hielt im einen 
Fall an der Realitat des Geriistes fest und nahm an, daf es infolge der 
gleichen Lichtbrechung des Kernsaftes im frischen Zustande optisch nicht 
differenzierbar sei (optische Homogenitit). Im anderen Falle wird das Ge- 
riist als Kunstprodukt aufgefaft, das im Zuge der Fixierung entsteht. Ver- 


* Uber die vorliegende Untersuchung ist eine vorlaufige Mitteilung aus dem 
histologisch-embryologischen Institut in Graz in der Wiener medizinischen Wochen- 
schrift 1944 erschienen. 
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mittelnde Standpunkte finde ich bei Zeiger und Frey- Wyssling. Zeiger 
verlegt die Inhemogenitat der Kernmasse in den submikroskopischen Be- 
reich. Nach Frey-Wyssling ist im Kern eine Geriiststruktur, wie sie fiir 
den Aufbau allgemeiner Gele mit begrenzter Quellbarkeit zu fordern 
sei, nachweisbar vorhanden. Er meint hier zunachst offenbar den fixierten 
Zustand. Denn er spricht davon, dafi nach Martens dieses Geriist in be- 
sonderen Fallen sogar an lebenden Objekten, nur feiner als im Fixierten 
zu sehen sei. Vielmals handle es sich um ein so feines Molekulargeriist, daf 
es selbst durch Fixierung nicht dargestellt werden kann. Man spreche dann 
von optisch leeren Kernen. 

Auf die altere Literatur bin ich schon seinerzeit (1957, 1938) eingegangen. 
Von der neueren méchte ich hier nur auf die Monographien Lepeschkins, 
W. J. Schmidts und die Arbeiten Casperssons verweisen, wo auch 
weiteres Schrifttum zu finden ist. 


Ich habe seinerzeit meiner Verwunderung Ausdruck gegeben, daft unsere 
Lehrmeinung auch heute noch an der Ansicht vom vitalen Charakter des 
Kerngeriistes in der klassischen Form festhalt trotz den vielen auf eine 
einwandfreie Methodik begriindeten gegenteiligen Beweisen. Heute bin ich 
der Uberzeugung, daft diese Beharrlichkeit hauptsichlich in gewissen Auf- 
fassungen der Genetik ihre Wurzeln hat. Es besteht das Bediirfnis, eine 
morphologische Unterlage fiir die sogenannte Chromosomenkontinuitat zu 
finden, wofiir angefangen von Boveri bis in die letzte Zeit (Heberer, 
Ries) das Geriist herangezogen wird. Das ergibt sich am deutlichsten aus 
einem Zitat bei W. J. Schmidt (1938), in dem es heifit: ,,[ch méchte nicht 
so weit gehen, den Inhalt des Kernes in der Teilungsruhe als ein Sol anzu- 
schen, ... Denn die konstante Zahl von Chromosomen, die eine Zellgenera- 
tion auf die andere unter Erhaltung typischer Formen weitergibt, und die 
bestimmte Folge der Erbanlagen im Chromosom, welche die Ergebnisse der 
neueren Vererbungslehre fordern, bleiben unverstaindlich, wenn man zu- 
lassen wollte, dafi die Chromosomen am Ende der Teilung sich kolloid auf- 
lésten. ... Vielmehr kann es sich nur um eine weitgehende Quellung der 
Chromosomen handeln, die vielleicht nur Reste von ihnen zuriicklaBt, welche 
als Kondensationszentren dienen, wenn die Chromosomen sichtbar wer- 
den...” Daf die Struktur des fixierten Kernes eine reale Unterlage haben 
mu, wird daraus geschlossen, daft sie stets die gleiche Form habe, sei es 
als reversible Erscheinung in den homogenen Kernen lebender Zellen nach 
wiederholter Einwirkung verdiinnter Essigsiure (Zeiger), sei es nach An- 
wendung ganz verschiedenartiger Fixierungsmittel (G. Hert wig, Wasser- 
mann, Ries, Heberer, Frey-Wyssling). Mit dieser letzten Argumen- 
tierung werden nicht selten die gegenteiligen Ergebnisse ausfiihrlicher 
Untersuchungen kurz abgetan. Daf sie unhaltbar ist, ergibt sich schon aus 
meiner ersten Arbeit (1937) iiber die Kernstruktur. Ich habe dort gezeigt. 
daft das Gefiige anders aussieht, je nachdem die Fixierungsmittel eine Saure 
enthalten oder nicht. Ich habe dafiir auch eine experimentelle Erklarung 
erbracht. Trotzdem stiitzt sich Ries wiederum auf die alte Behauptung, um 
dem Kerngeriist erneut einen vitalen Charakter zuschreiben zu kénnen. 
So schien es mir nétig, gerade diese Seite des Fragenkomplexes neu zu 
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bearbeiten. Den Ausgangspunkt dazu bildeten zwei schon vor langem ge- 
machte Beobachtungen, die in Abb. 1 wiedergegeben sind. Es handelt sich 
um Operationsmaterial einer Gallenblase und eines Magenfundus, beide von 
Menschen. Es war in Formol fixiert, in Celloidin eingebettet und nach 
iiblichen Methoden gefiarbt. Bei diesen Praparaten muften alle physiko- 
chemisch und damit auch farberisch differenzierbaren Strukturen, also auch 
Geriist und Membran des Kernes, gefirbt erscheinen, falls sie itiberhaupt 
vorhanden waren. Tatsichlich aber fehlt beides. Man sieht lediglich Kérn- 
chen, die wegen ihrer Basophilie nicht als Nukleolen, sondern mit Telly es- 
nicky als Karyosomen anzusprechen sind. Die iibrige Masse des Kernes, 
das Karyoplasma ist 
selbst im Auflésungs- 
bereich unserer besten 
Immersionen homo- 
gen. Die basophile 
Substanz ist so gut wie 
gleichmaftig iiber den 
ganzen Bereich ver- 
teilt. In der Magen- 
schleimhaut ist dieser 
Zustand vorwiegend in 
den oberflachlichen 
Partien zu sehen. In 
den tieferen Driisen- 
teilen zeigt jedoch das 
Karyoplasma eine 





, pins Abb. 1. Operationsmaterial vom Menschen, a) Epithel 
gleichmafige, ganz der Gallenblase; b) Zellen der Fundusdriisen des 
feine Struktur. Sie ist Magens; Formol, Celloidin, Eisenhimat., homog. Imm. 
so fein, daf die Ent- Ap. 1,4, 


scheidung, ob vakuoli- 

siert oder granuliert oder feinnetzig, nicht sicher zu treffen ist. Jedenfalls 
aber kann dieser Zustand auch nicht im entferntesten mit dem klassischen 
Geriist identifiziert werden. Die Kerne mit einem homogenen Karyoplasma 
erinnerten an die bekannten .,.Osmiumkerne”. Wahrend sie aber hier die 
Regel sind, ist ihre Erscheinung nach Formol ungewoéhnlich. Ich erinnere 
mich, da mir seinerzeit H. Rab]! in einem Gesprach iiber die Kernstruktur 
geriistlose Kerne auch nach Sublimatfixierung zeigte; allerdings war hier das 
Karyoplasma ahnlich wie bei den oben erwahnien Kernen der tieferen 
Schleimhautschichten des menschlichen Magens ganz fein gezeichnet. 


Diese ganzen Erscheinungen konnte ich urspriinglich, bevor ich mich in 
eigener Arbeit mit dem Problem des Kernaufbaues beschiftigt hatte, nicht 
recht verstehen. Technische Fehler waren auszuschliefen. Dann aber war 
es mir bald klar, daB es sich bei Kernen, wie sie in Abb. 1 dargestellt sind, 
um die mustergiiltig, d.h. weitgehend lebensgetreu konservierten Kerne 
handelte. Ich habe ahnliche Zustande auch nach Hitzefixierung gesehen, 
nach der eher Koagulationen erwartet werden konnien. Schlieflich ent- 
sprechen sie weitgehend jenen, die sich im iiberlebenden und natiirlich 
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durchfeuchteten Material darbieten. Damit allein war schon erwiesen, dal 
die Ansicht einer lediglich optischen Maskierung des Geriistes unhaltbar ist. 
Es ergab sich zwangslaufig, da& das Liningeriist mit den Chromiolen ein 
Produkt der Préparation ist. Nach meinen Untersuchungen muftte es sich 
um die Wirkung einer Saure handeln, die entweder aus dem Fixierungs- 
mittel oder aus dem Gewebe selbst, wie etwa die Milchsaiure infolge Auto- 
lyse, stammt. 

Es war meine erste Aufgabe, die eben geschilderten Zufallsbefunde jeder- 
zeit reproduzierbar zu machen, ihre Entstehungsbedingungen zu unter- 
suchen, um schlieflich durch entsprechende Experimente wenigstens bis zu 
einem gewissen Ausmafe die Eigenschaften der Kernmasse zu erforschen. 


Methodik 


Eine Analyse der Bedingungen, unter denen die Zufallsbefunde der 
Abb. 1 zustande kamen, lehrte, daf die Technik folgenden Umstianden ge- 
recht zu werden hatte: 

1. Fixierung mit Formol méglichst bald nach dem Tode, woméglich eines 
dem lebenden Organismus entnommenen Gewebes. 

2. Auswertung nur der oberflachlichsten Schichten, die rasch vom Fixans 
erfaBt werden. Ich fand es am besten, native Gefrierschnitte, die man mit 
tiefgekiihltem Messer leicht herstellen kann, zu behandeln. Das Einfrieren 
frischen Gewebes muf sich durchaus nicht nachteilig auswirken. Jedenfalls 
habe ich mich schon seinerzeit iiberzeugen kénnen (1929), daf z.B. das 
Sarkoplasma sogar unempfindlicher wird. Ein Gleiches ergab sich in Vor- 
versuchen auch fiir den Zellkern. 

So erwies sich folgende Methodik als beste und zweckmiafigste. 

A. Moéglichst rasche Entnahme des Materials nach der Totung des Tieres 
(Dekapitatio oder Schlag) oder Entnahme in Narkose. 

B. Das Material wird sofort auf dem Mikrotomtisch eingefroren. 

C. Herstellen 10—20 Mikren dicker Schnitte bei Messertiefkiihlung. 

D. Die Schnitte werden mit dem Objekttrager aufgefangen. Sie tauen 
dabei auf und werden rasch in eine Formollésung (1 : 4) gestellt. Sie bleiben 
da einen Tag. 

E. Die Schnitte werden dann ohne vorheriges Wissern in einem Tropfen 
der Fixierlésung mit dem Deckglas eingeschlossen und umrahmt. Vielfach 
zog ich es vor, die Kerne noch zu farben, um Chromatinstrukturen, sollten 
sie sich nicht durch ihre Lichtbrechung allein abheben, auf Grund ihrer 
chemischen Eigenschaften darzustellen. In diesem Falle habe ich die Schnitte 
kurz, etwa eine halbe Stunde, gewassert, 3—10 Minuten in einer 1%oigen 
wasserigen Methylenblaulésung gefarbt, kurz in Wasser abgespiilt und in 
Wasser eingeschlossen und umrahmt. Ich verzichtete also auf jede besondere 
Nachbehandlung bzw. Einschlu® in Glyzerin oder Harz, um nicht die Ge- 
fahr nachtraglicher Strukturanderungen zu erhéhen. 

Ich betone ausdriicklich, daf® diese Technik auf die Untersuchung des 
Zellkernes, nicht des Plasmas abgestimmt ist. Zweckmafige Abwandlungen 
werden sie auch anderen Zielen dienstbar machen kénnen, vor allem Studien 
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iiber den Einflu& von besonderen Fixierungsmitteln oder Giften auf das 
Gewebe. ‘ 

Auf diesem Wege konnie ich die zufalligen Beobachtungen der Abb. 1 
regelmafig reproduzieren. Dariiber hinaus war es méglich, die Bedeutung 
geanderter Fixierungsbedingungen besonders klar und einfach zu studieren. 
Hier erweckten zuniichst zwei Faktoren meine Aufmerksamkeit. Mit dem 
einen, der Saurewirkung, habe ich mich schon seinerzeit (1937) beschaftigt, 
damals jedoch nur mit der Wirkung einer 5%igen Essigsaéure, also einer 
relativ hohen H-Ionenkonzentration. Es hat sich eindeutig ergeben, daft das 
Kerngeriist durch eine Saéurewirkung bedingt ist, indem die an Nuklein- 
sdure reichen Bestandteile geflockt, die histonreichen dagegen gelist werden. 
Fiir die vorliegenden Fragen war es jedoch wiinschenswert, auch zu er- 
fahren, wie sich geringe Abweichungen im Sauregrad auswirken. Er- 
wartungsgeméf konnte so auch die Behauptung experimentell iiberpriifi 
werden, daft verschiedene Behandlungsarten stets die gleichen Kernzustande 
ergeben sollen. Auch die Zusammenhange zwischen Kernstruktur und post- 
mortaler Autolyse konnten betrachtet werden. Zu diesem Zwecke habe ich 
die Organe 1. sofort nach dem Tode, sozusagen intra mortem, oder in Nar- 
kose, 2. eine halbe, 3. eine, 4. zwei und 5. fiinf Stunden post mortem ent- 
nommen. Zur Fixierung der Schnitte nahm ich dann jedesmal a) eine neu- 
tralisierte Formaldehydliésung mit einem pH 7,1, b) eine gewéhnliche, die 
einen pH von 3,8 hatte. Schlieflich habe ich c) zur Orientierung das eine 
oder andere Mal die Formollésung noch auf pH 2.8 gebracht. 

Ich machte meine Studien vorwiegend an der Leber des Meerschwein- 
chens, zog aber zum Vergleich auch andere Organe (Pankreas, Niere, Muskel) 
heran, um mich zu iiberzeugen, dafi meine Beobachtungen nicht die Be- 
sonderheit eines Organes seien. 


Versuche 


In einem ersten Versuche verwendete ich das gewoéhnliche kaufliche 
Formol, das in diesem Falle einen kolorimetrisch gemessenen pH von 3,8 
hatte, also fiir histologische Begriffe mafig sauer war. Das Ergebnis war 
aufschluRreich. Es ist in Abb. 2 (0 St.) fiir Leber und Muskel wieder- 
gegeben. Die iibrigen Organe verhalten sich gleich. Die Kerne waren, ab- 
gesehen von einigen dunkleren Kérnchen, in ihrer ganzen Substanz ziemlich 
gleichmafig basophil durchgefarbt, doch nicht véllig homogen, sondern 
zeigten eine feine, wie kérnig erscheinende Struktur, die allerdings nicht auf 
Abb. 2, jedoch ganz gut auf Abb. 3 (pH 3,8; 0 St.) zum Ausdruck kommt. 
Die dunkleren Schatten, die sich im Bilde unschwer erkennen lassen, er- 
wiesen sich bei unmittelbarer Betrachtung im Mikroskop als Auflagerungen 
plasmatischer Stoffe auf der Kernoberflache, was ich iibrigens spiater noch 
streifen werde. 

In der Kernmasse liegen griéfere basophile Kugeln. v. Tellyesnicky 
unterschied sie wegen dieser Farbbarkeit von echten Nukleolen, die er wie 
auch Flemming als azidophil beschrieb, und nannte sie Karyosomen. Beim 
Meerschweinchen sind durchschnittlich 2—4 solcher Kiigelchen zu finden. 
Auf ihre Zahl bei anderen Saugetieren werde ich spiter noch eingehen. — 
40* 
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Kine Kernmembran Jat sich nicht eindeutig feststellen. Wo eine starkere 
Betonung der Grenze zum Plasma vorhanden ist, kann man sich des Ein- 
druckes nicht erwehren, daft es sich um einen Niederschlag zytoplasmatischer 
Sioffe auf der Oberfliche handelt; ihr basophiler Charakter spricht nicht 
dagegen. Denn das genuine Plasma ist sehr reich an sauren Stoffen. Jeden- 
falls ist die in Frage stehende Kontur nicht immer ohne Unterbrechung, 
was ihrer Deutung als echter Kernmembran entgegensteht. 


Dieser eben beschriebene Zustand nahert sich bereits weitgehend jenem, 
der in Abb. 1 als Zufallsbefund dargestellt ist. Das Karyoplasma ist zwar 
nicht wie dort ganz ohne Struktur, aber 
jedenfalls geriistlos. Es erhebt sich nun die 
Frage, warum sich sonst fast immer ein Kern- 
geriist findet, gleichgiiltig, ob es sich um Ob- 
duktions- oder lebensfrisches Material han- 
delt, das wir fixieren. Untersucht man, unter 
welchen Bedingungen wir gewohnlich unsere 
Praparate gewinnen, so lat sich zur hier 
geiibten Technik ein gemeinsamer Unter- 
schied finden: hier wird das Gewebe sofort 
vom Fixans erfaft, wahrend sonst in der 
Regel eine gréfere Spanne Zeit verstreicht, 
und zwar auch. dann, wenn ganz lebens- 
frisches Material behandelt wird. Man darf 
naimlich nicht iibersehen, daf wir gewéhnlich 
groRere Stiicke fixieren. Auch unsere gut dif- 
fundierenden Mittel brauchen immerhin einige 
Stunden, bis sie die Objekte véllig durch- 
dringen, auch wenn diese nur einige Milli- 
meter messen. Es werden daher nur die ober- 





Abb. 2. Oben Muskel-, unten 


Leberzellkerne, Meerschwein- 


chen. Links in Narkose, rechts 
2 Stunden post mortem ent- 


flachlichsten Schichten und Zellagen rasch er- 
faBt, die dann auch — wie ich es fiir be- 





nommen. Native Gefrier- stimmte Fixantien schon 1937 abbildete — 
schnitte in nicht neutralem eine besondere, geriistlose Struktur der Kerne 
Formol fixiert, Methylenbl., zeigen, ein Umstand, der bisher nicht ent- 
iaaaine oe Imm. sprechend beachtet wird. Es muf also mit 


und nach dem Absterben in den Zellen etwas 
vor sich gehen, was zum Auftreten des Kern- 
geriistes meist schon vor der Fixierung fiihrt. Das sieht man auch an den 
Zupfpraparaten des entsprechenden Materials. 

Aus diesen Uberlegungen heraus habe ich zwei Stunden nach dem ersten 
Versuche dem gleichen Tierkérper neuerdings Lebergewebe entnommen und 
nach derselben Technik untersucht. Wie in Abb. 2 (2 St.) dargestellt, zeigen 
die Kerne nunmehr den gewohnten Zustand: eine ausgepragte morpholo- 
gische Kernmembran und das Geriist, in dem die Karyosomen zuriicktreten 
und wie die iiblichen Nukleolen aussehen. 

Das Ergebnis dieses ersten einfachen Experimentes ist in verschiedener 
Hinsicht bemerkenswert: ein relativ saures Fixierungsmilieu erzielt am ganz 








Uber die Struktur des Zellkernes 573 


frischen Material einen geriistlosen Zustand im Kernplasma, am gleichen 
Material, das einige Stunden spater dem toten Organismus entnommen 
ist, das klassische Kerngeriist. 

Nach diesem Vorversuch muften die Erscheinungen bei feiner abgestufter 
Beeinflussung nach pH und postmortal verstrichener Zeit studiert werden. 
Darauf bezieht sich die Abb. 3. Es sind die Erscheinungen nach Fixierung 
bei pH 3,8 und 7,1 einander gegeniibergestellt, und zwar bis zu zwei Stun- 
den post mortem. Aus der oberen Reihe (pH 7,1) geht hervor, da waihrend 
der gesamten Versuchsdauer bei Verwendung neutralisierten Formols das 
Karyoplasma seine Homogenitat nicht verliert. Es fallt nur auf, daf sich 
die Karyosomen ganz lebensfrisch fixiert nur undeutlich abgrenzen, was 





post mortem entnommene Gewebe. Native Gefrierschnitte in 
Formollésungen mit variiertem pH fixiert; sonst wie Abb. 2. 


sich auch im Dunkelfeld sehr gut ausprigt (Abb. 6). Spiater aber, d.h. mit 
zunehmender Zeit nach dem Tode werden sie distinkter. Besonders auf- 
schluRreich sind die Bilder der unteren Reihe, die sich auf einen pH von 3,8 
bezieht. Auch hier zeigen die Kerne des ganz frisch fixierten Gewebes kein 
Geriist, sind aber — wie schon erwahnt — nicht mehr véllig homogen. Das 
Kernplasma ist iibersdit mit feinsten Kérnchen bzw. Vakuolen — was man 
nicht immer klar entscheiden kann —, die sich auch im Dunkelfeld (Abb. 6) 
ganz gut abheben. Die Peripherie ist nur gering betont. Mit zunehmender 
Zeit der Entnahme nach dem Tode verandert sich unter diesen Bedingungen 
die Kernstruktur allmahlich zum klassischen Kerngeriist hin. Nach einer 
halben Stunde sieht man schon wolkige Aufhellungen. Sie haben nach 
einer Stunde zugenommen, der Kern lockert sich mehr und mehr auf, bis 
nach zwei Stunden ein Zustand erreicht ist, der einer gewohnten Kern- 
struktur entspricht. Die Karyosomen sind bei diesem pH auch lebensfrisch 
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fixiert so scharf wie bei pH 7,1 erst einige Zeit post mortem. Sie sind bei 
ausgepragtem Geriiste auffallig klein, offenbar geschrumpft, treten daher 


analog wie Abb. 3. 


Produkten der beiden 
Versuchsbedingungen 
besteht nur der eine 
Unterschied, daft die 
Strukturen im sauren 
Bereiche zwar zarter, 
doch hiarter sind als im 
anderen Falle. Dies 
hangt zweifellos mit 
der starkeren Dehy- 
dratation der Kolloide 
im sauren Bereiche zu- 
sammen. 

Ein letztes Experi- 
ment habe ich auf 
Abb.5 in seinem Er- 
gebnis _ festgehalten. 
Ich habe auf einen 
nativen Gefrierschniit 
die neutrale Formol- 


zuriick. Das Ergebnis einer Fixierung mit 
Formol, das durch Zusatz von Essigsaure auf 
einen pH von etwa 2,5 gebracht wurde, ist 
nicht abgebildet. Es geniigt zu erwahnen, 
daft hiernach auch schon an den Kernen ganz 
frisch fixierter Organe das typische Geriist 
ausgepragt ist. 

Bevor ich zur Auswertung dieser Beob- 
achtungen iibergehe, muf ich nur noch iiber 
zwei kleine Experimente berichten, die 
gleichsam die Beweiskette schlieBen. Ihre 
Ergebnisse enthalten die Abbildungen 4 
und 5. Abb. 4 zeigt, da der Kern auch nach 
Fixierung bei pH 7,1 schlieflich Geriistgefiige 
zeigt, wenn man nur geniigend lange mit der 
Entnahme nach dem Tode bis zur Behand- 
lung wartet. Wie lange dies dauert, habe ich, 
weil unwesentlich, nicht genauer untersucht. 


Abb. 4. Leberzellkerne vom Jedenfalls ist das fiinf Stunden p. m. schon 
Meerschweinchen, Behandlung der Fall. Es ist wie beim Parallelversuch bei 
pH 3,8 (Abb. 4) eine fadigkérnige Gerinnsel- 
bildung deutlich erkennbar. Zwischen den 





Abb. 5. Leberzellkerne, Meerschweinchen. In Narkose 
entnommenes Gewebe, a) nativer Gefrierschnitt in 
neutralem Formol 14 Tage fixiert; b) behandelt wie 
a) und nachbehandelt mit 10% iger Essigsiure; unge- 
farbt, Wassereinschhlu&. Homog. Imm. App. 1,4. 


lésung 14 Tage lang einwirken lassen, um eine gréftmégliche Stabilisierung 
der Stoffe im Kern zu erzielen. Es stellte sich der fiir diese Bedingungen 


typische Zustand ein, nun brachte ich den Schnitt auf 48 Stunden in eine 
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10%ige Essigsiure, was — wie bekannt — im frischen Praparat augen- 
blicklich ein sehr scharfes Kerngeriist erzeugt. Das bleibt nach der* Vor- 
behandlung aus. Auch eine Kernmembran scheint zu fehlen; denn eine 
zweifellos vorhandene, jedoch nicht ununterbrochene Grenzlinie zwischen 
Kern und Zytoplasma verschwindet, wenn man die Mikrometerschraube spie- 
len laRt, m. E. Hinweise, dafi der Kontur durch starker lichtbrechende, die 
Kernoberflaiche nicht vollkommen umhiillende Auflagerungen — ich michte, 
wie schon friiher, annehmen — aus dem Zytoplasma hervorgerufen wird. 

Damit habe ich die Versuche geschildert, deren Ergebnisse die Grundlage 
der folgenden Betrachtungen sind. 


Die Geriiststruktur: Als wichtigstes Ergebnis dieser Untersuchung 
erscheint mir der Umstand, daff nunmehr experimentell der artifizielle 


Charakter der Geriist- 
strukturen des Zellker- 
nes, wie sie bisher immer 
beschrieben wurden, er- 
wiesen ist. Sie sind unter 
normalen Bedingungen 
im Leben, das heift in 
der gesunden lebenden 
Zelle nicht vorhanden, 
sondern stellen Flockungs- 
produkte dar. Ich fasse 
die Beweise dafiir aus 
der vorliegenden Unter- 
suchung im folgenden zu- 
sammen: 

1. Nach ausreichender 
Vorfixierung mit Formol 
bei neutraler Reaktion 
vermag Essigsiure aus 
dem bei erreichbarer mi- 


kroskopischer Auflésung homogenen Kernplasma das gewohnte Kerngeriist 
nicht mehr darzustellen. Das Auftreten des Geriistes setzt also die native 
Labilitit der Kolloide des Kernes voraus. 

2. Nach dieser Vorfixierung ist aber das Geriist auch durch Farbung nicht 
darstellbar. Daher muf es sich, wenn es in Erscheinung tritt, vor oder 
wiahrend der Fixierung bilden. 

Alles spricht dafiir, da8 sich im Kernraume Fallungen bestimmter Stoffe 
abspielen, die natiirlich nur physikalisch-chemischer Natur sein kénnen: 
Entladung und Dehydratation durch Ionen oder andere Kérper mit analoger 
ausgepragter Ladung, wie Farbstoffe oder auch elektrostatisch wirksame 
Toxine u. &. m. Dies erhellt u. a. daraus, da® nach Fixierungen, die nicht 
unmittelbar auf Ioneneinfliissen beruhen, die Kerne kein Geriist zeigen: 
so OsO,, das als ganzes Molekiil wirkt (Bethe), auch Formol in neutraler 
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Schln6folgerungen 


Abb. 6. Leberzellkerne, Meerschweinchen, frisch ent- 

nommenes Gewebe. Native Gefrierschnitte. Formel- 

lésung a) pH 7,1; b) pH 3,8. Dunkelfeld. Homog. 
Imm. 1,2 m. Irisblende. 
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Lésung, ferner Sublimat, das ebenfalls zum gréften Teil undissoziiert 
fixiert. SchlieBlich bleibt auch beim Kochen, also bei Fixierung durch Hitze, 
die Geriistbildung aus. 

3. Der immer wieder fiir die Lebensechtheit des Geriistes angefiihrie 
Beweis, namlich die Behauptung, dafi dieses nach verschiedensten 
Methoden immer gleich erscheine, ist nicht richtig. Schon geringe Anderun- 
gen in der Ionenkonzentration vor oder wahrend der Fixation, aber auch 
in der Zeit vom Tode des Organismus bis zur Behandlung bedingen Ab- 
wandlungen der endgiiltigen Struktur: es laBt sich homogenes, gekérntes 
Karyoplasma, wolkige Anhaiufung basophiler Stoffe bis zum vollkommenen 
Geriist experimentell erzeugen. 

Die Folgerungen aus meinen Versuchen werden m. FE. erst dann zwin- 
gend, wenn sich die verschiedenen experimentell darstellbaren Struktur- 
formen des Kernes von einer gemeinsamen Basis aus erklaren lassen. Es 
bedarf wohl keiner weiteren Erérterung mehr, daf der Geriistentstehung 
Fallungen durch Entladung und Dehydratation zugrunde liegen. Eine 
genauere Begriindung braucht aber meine Behauptung, dafi auch das fein- 
granulierte bzw. -vakuolisierte Karyoplasma vom gleichen Gesichtswinkel 
aus betrachtet werden kann, also ebenfalls zur Formenreihe der Kern- 
strukturen mit einheitlicher Grundursache gehort. Es ist leicht zu begreifen, 
daf eine beginnende Zusammenballung basophiler Stoffe ein Vorstadium 
des fertigen Chromatingeriistes sein kann. Bei der feinen Kérnelung je- 
doch ist diese Verwandtschaft nicht ohne weiteres erkennbar. Sie ergibt 
sich erst, wenn wir einen Blick auf die sogenannten fliissigen Niederschlige 
(Spiro), bzw. Koazervate (Bungenberg de Jong) oder Fluoide, wie 
sie Lepeschkin nennt, werfen. Es handelt sich dabei um Trépfchen, die 
sich in Solen hydrophiler Kolloide als Folge einer partiellen Wasserabgabe 
(Dehydratation) der Teilchen bilden. Als Desolvatoren kénnen verschiedene 
Stoffe mit elektrostatischer Kraft dienen, in erster Linie die Wasserstoff- 
ionen der Sauren. Die Koazervate enthalten noch so viel fest mit dem 
Teilchen verbundenes Solvatwasser, daf nicht Fléckchen, sondern Trépf- 
chen entstehen. So miissen sich auch die hydrophilen Kolloide im Zellkern 
darstellen, wenn die herrschenden Bedingungen eben noch nicht zu einer 
maximalen Entladung und Wasserabgabe fiihren. Fiir die Kolloide des 
Kerngeriistes liegt das Flockungsoptimum zwischen pH 2 und 3. Hier, im 
isoelektrischen Bereiche stellt sich das Geriist besonders scharf dar. Im 
Ubergangsgebiete zur vollstaindigen Solvatation, das ware also in meinen 
Versuchen bei pH 3,8, miissen dann an Stelle der ..geriistbildenden Flocken* 
die kérnigen Koazervate auftreten. So lassen sich auch die feinkérnigen 
,Sublimatkerne~ verstehen, denn die Sublimatlésung ist infolge der ganz 
geringen Hydrolyse immer leicht sauer (pH 4—5). Ahnlich kliren sich die 
Kernzustainde nach Hitzeeinwirkung auf. Auch hier handelt es sich um 
eine Denaturierung der Kolloide bei starker Solvatation. Bei Hitzeein- 
wirkung kommt es sogar leicht zu Bildung von Wassertrépfchen, so da 
es gleichgiiltig ware, ob im Kern nach Hitze Kérnchen oder Vakuolen vor- 
liegen. Die feine Granulierung (Vakuolisierung) im Kern ist also tatsach- 
lich nichts anderes als das fiir die betreffenden Bedingungen charakteristi- 
sche Aquivalent des Kerngeriistes. 
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Wenn nun auf solche Weise das eine Mal diese, das andere Mal jene 
Siruktur entsteht, so kann selbstredend von keiner angenommen werden, 
daf sie in der beobachteten Form vorgebildet sei. Das gilt allerdings zu- 
nachst nur fiir den mikroskopischen Aufliésungsbereich. Die Frage. ob 
ihnen nicht ein bestimmter submikroskopischer Feinbau zugrunde liegt, 
mochte ich jedoch erst behandeln, wenn ich die Verhialtnisse beim Pflan- 


zenkern wenigstens mit einigen Satzen gestreift habe. 


Aus einer neueren Zusammenfassung (Gautheret) entnehme ich, dal 
man nach dem Aufbau des Kernplasmas bei Pflanzenzellen vier Typen 
unterscheidet; sie sind im lebenden und fixierten Zustand zu sehen: die 
curetikulierten mit sehr dichtem Netz, die retikulierten mit weniger deut- 
licher, die halbretikulierten mit kaum sichtbarer und endlich die aretiku- 
lierten Kerne ohne Netzstruktur. Bei den letzten ist das Chromatin innig 
mit dem Kernsaft gemischt, geradeso wie ich es bei allen meinen Unter- 
suchungen mit der speziellen Technik beim Wirbeltier gefunden habe. 
Es mangelt mir die Erfahrung auf botanisch-zytologischem Gebiet. um 
Kritik an diesen Angaben iiben zu kénnen; ich kann mich aber nach meinen 
sonstigen Erfahrungen des Verdachies nicht erwehren, daf alle diese Neiz- 
sirukturen bei Zellen vorkommen, die nicht mehr unter ganz normailen 
Bedingungen stehen, bzw. standen. Es ware denkbar, dal auch der Pflanzen- 
kern im unbelasteten Zustand der Zelle und bei der entsprechenden 
schonenden Technik keine Netzstruktur aufweist, so daff also die oben 
zitierte Einteilung nur der morphologische Ausdruck fiir verschiedene 
Empfindlichkeitsgrade der betreffenden Zelltypen sein kénnte. Es ist be- 
dauerlich, dafi die Kernforschungen bei Pflanzen und bei Tieren relativ 
wenig aufeinander Riicksicht nehmen. Sicherlich liegt zum Teil die Ursache 
darin, daf sie beim Wirbeltier mit erheblich gréferen technischen Schwierig- 
keiten zu kimpfen hat als bei den Pflanzen, so dafi der Botaniker, der 
die lebende Zelle ohne gréfere Schwierigkeit unter das Mikroskop bringt, 
den Befunden des Histologen, dessen Priaparate erst eine eingreifende 
Technik iiber sich ergehen lassen miissen, berechtigterweise ein gewisses 
Miftrauen entgegenbringt. Das darf aber m. E. nicht zu einer Uberschatzung 
der Einfachheit und Verlaflichkeit botanischer Zellforschungsmethoden 
fiihren, was iibrigens auch von botanischer Seite erkannt wird. Eichberg 
z. B., der zwar auch Kerne mit und ohne Netzstruktur unterscheidet, betont 
ausdriicklich, da die Pflanzenzellen durchaus nicht so unempfindlich sind, 
wie man vielfach annehmen méchte. Beriicksichtigt man noch, dafi namhafte 
Protoplasmatiker wie F. Weber u. a. eine funktionelle Veranderlichkeit 
der Struktur des Pflanzenzellkernes nachgewiesen haben, so wird man zu 
besonderer Vorsicht gemahnt. Ich halte es noch fiir zu friih, die Erscheinun- 
gen bei pflanzlichen und tierischhen Kernen gemeinsam zu betrachten. Es 
bedarf meiner Meinung nach vorerst noch einheitlicher Untersuchungen, 
die von einer unbedenklichen Technik und physiologisch-morphologischen 
Studien iiber die Belastungsfahigkeit der Zellen ausgehen miiBien. Aus 
diesen Griinden muf® ich noch verzichten, den Zellkern der Pflanzen in den 
Kreis der vorliegenden Betrachtungen zu ziehen. 


Ich fasse also fiir den Zellkern des Wirbeltieres zusammen, daf 
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das Chromatingeriist im normalen Zustand der Zelle fehli. Es ist ‘ein 
Fallungsprodukt aus den Stoffen des Karyoplasmas, das durch. physiko- 
chemische Einfliisse wihrend der Fixierung und gegebenenfalls der Autolyse 
verursacht wird. Dasselbe gilt fiir das feingranulierte, bzw. -vakuolisierte 
Kernplasma. 

Die Kontinuitat der Chromosomen. Es fragt sich nun, wie diese 
Feststellung mit den Anschauungen der Genetik in Einklang zu bringen ist. 
Ich méchte dazu noch folgendes vorausschicken: die Persistenz der Chromo- 
somen ist primar kein morphologisches Problem, sondern eine logische Ab- 
leitung aus den Ergebnissen der biologischen Erblehre, vor allem aus den 
Erscheinungen der Genkoppelung und des Faktorenaustausches. Diese 
kénnen nach den Arbeiten Th. Morgans und seiner Schule nur verstanden 
werden, wenn man eine von Generation zu Generation in der Regel gleich- 
bleibende lineare Anordnung der Erbanlagen annimmt. Ich habe schon. 
eingangs erwahnt, dali alle Bemiihungen, die geriistlose Struktur des. nor- 
malen unbehandelten Kernes zur Grundlage der Forschungen zu machen, 
fruchtlos blieben, weil eben dadurch das Bediirfnis nach einer Klirung der 
Frage, wie die Chromosomen in der Teilungsruhe bestehen bleiben, unbe- 
friedigt blieb. 

Es wurden alle: nur denkbaren Annahmen herangezogen, um einer 
Lésung des Ratsels niher zu kommen, die beiden extremsten sind: .1. dal 
sich die Chromosomen: kolloidal auflésen und zur Teilung wieder in der 
alten Gestalt sammeln; 2. daf sie als Individuen bestehen bleiben. Wenn 
sie nicht sichtbar sind, so sei dies auf eine optische Maskierung zu beziehen. 
Daneben gibt es vermittelnde Standpunkte. Nach Hicker, Bonnevie, 
v. Heberer wie auch v. Méllendorf sollen Chromosomen nach der 
Teilung zwar kolloid quellen, aber jedes fiir sich einen umschriebenen 
Bezirk des Kernes einnehmen. Die Beobachtungen v. Heberers, daf bei 
den Furchungsmitosen von Cyclops viridis unter erhéhter Temperatur um 
jedes Chromosoma sich ein isolierter kleiner Kernraum entwickelt, lassen 
allerdings die Méglichkeit offen, dafi auch in den Kernen anderer Zellen 
gegeneinander abgegrenzte Chromosomenfelder da sind, nur daft sie sich 
hier morphologisch nicht darstellen lassen. So beachtlich die Befunde 
Heberers sind, in der laufenden Frage bringen sie uns doch nicht weiter. 
Sie besagen, daft sich allenfalls die Mutterstoffe der Chromosomen unter- 
einander nicht vermischen. Doch die Hauptfrage, wie die Konstanz der 
spezifischen Genanordnung erreicht wird, bleibt unbeantwortet. 

Wollte man der Ansicht beipflichten, dafi sich die Kernfiaden kolloid 
auflésen, dann mite man zur Erklarung der Vererbungserscheinungen so 
spezifische Affinitaéten zwischen den Genen fordern, daft sie stets in der- 
selben linearen Ordnung wieder zusammenfinden. Irgendein immaterielles 
Bauprinzip hierbei walten zu lassen, scheint mir in einer experimentellen 
naturwissenschaftlichen Untersuchung nicht erlaubt, solange noch andere 
Moéglichkeiten der Erklarung bestehen. Und das scheint mir der Fall zu 
sein, da die zweite der angefiihrten Méglichkeiten nicht erschépft ist, naim- 
lich die einer Persistenz der Chromosomen als Individuen mit Erhaltung 
ihrer inneren Topik. Zwar miissen die Geriiste und sonstigen mikroskopi- 
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schen Kernbestandteile ausgeschlossen bleiben aus den Erwaigungen. Wenn 
aber das Kernplasma — wie nachgewiesen — im Mikroskopischen tatsich- 
lich und nicht nur scheinbar homogen ist, dann gibt es nur mehr einen 
Weg, um zu einem ersprieflichen Ende zu kommen, namlich die Persistenz 
der Chromosomen in die submikroskopischen Dimensionen zu verlegen. 
Tatsaichlich scheint auch diese m. W. zuerst von Frey-Wyssling klar 
ausgesprochene Meinung heute immer mehr an Ansehen zu gewinnen. 

Es hat schon Zeiger 1935 auf Grund seiner Versuche an Zellkernen 
von Amphibienlarven an eine zusammenhiangende, aus linearen Bausteinen 
bestehende Geriistphase im Ultramikroskopischen gedacht. Daf Mizelle, 
bzw. Fadenmolekiile am Aufbau teilhaben, beweist auch die Anisotropie, 
die in Kernen und Chromosomen wie Kernbaustoffen einwandfrei geséhen 
wurden (Engelmann, Brandt, W. J. Schmidt): Allerdings handelt 
es sich stets um eine in bezug auf die Langsachse der Gebilde negative 
Doppelbrechung, die — soviel wir wissen — auf Nukleinsaéure zuriickgeht. 
Die Nukleinsaiure kann jedoch wegen ihrer einheitlichen Konstitution nicht 
als der wesentlicie Triger der Vererbungserscheinungen angesehen werden. 
Daher kann diese Anisotropie nicht herangezogen werden, um den Aufbau 
der Kernfaden aus Molekiilketten ‘auch in der Teilungspause’ zu belegen. 
Doch kann heute als ‘gesichert gelten, daf sie in der Mitose gerade ‘oder 
spiralige Faden als Grundlage ihrer Struktur haben. Und es ist ohne 
Schwierigkeiten denkbar, dafi sie aufterhalb der Mitose als Polypeptid- 
ketten weiterbestehen bleiben: Solche Ketten sind sicherlich vielmals linger 
als die Chromosomen in der Mitose, zu denen sie sich in irgendeiner Weise 
zusammenballen. Daf sie trotz einer -solchen Lange im gewdéhnlichen 
Mikroskop nicht aufgeliést werden kénnen, hangt- nicht zuletzt mit ihrer 
submikroskopischen Dicke zusammen. 

Damit ware natiirlich die Erhaltung der linearen pbdeieadiie der Sewn 
und alles, was sich daran kniipft, gesichert. _Die Kontinuitaét der Chromo- 
somen wire gegeben, ohne daft dafiir Strukturen von mikroskopischen 
Ausmafen nétig sind. Allerdings handelt es sich dabei wenigstens bis jetzt 
immer nur um Schluffolgerungen. Denn meines Wissens sind die Chromo- 
somen in der Teilungsruhe aufer in besonderen Fallen — ich denke an die 
Riesenchromosomen der Dipteren oder Prochromosomen gewisser Pflanzen- 
zellen — noch nicht dargestellt worden. Die Bilder spiraliger Faden im Netz 
mancher pflanzlicher Zellkerne, die beschrieben wurden, scheinen mir nicht 
sehr beweisend. Vor allem miifite der Charakter der Netze, in denen sie 
liegen, klar sein: Vielleicht gelingt es einmal der Elektronenmikroskopie, in 
die Dimensionen vorzudringen, in denen die Chromosomen der Teilungsruhe 
direkt zu Gesicht gebracht werden kénnen. Vorlaufig jedoch besteht nach 
meiner Ansicht der Satz Lepeschkins, daf ,,die Kontinuitat sehr oft an- 
genommen wird, aber nicht bewiesen und daher nur. eine Hypothese” ist, 
noch zu recht. 


Die Betrachtungen iiber das Karyoplasma waren unvollstandig, wollten 
wir uns nicht auch die Frage vorlegen,- wie man sich nun den Aufbau des 
mikroskopisch homogenen Kernraumes vorzustellen hat. Es ist klar, daf 
das Chromosomenmaterial mit den Genen nicht die einzigen Stoffe: sein 






















































580 A. Pischinger 


kinnen, welche da vorhanden sind. Die Dipterenkerne mit den Riesen- 
chromosomen, auch die Karyomeren mit je einem Chromosoma in den 
Versuchsobjekten v. Heberers geben dafiir den Beweis. Man sieht, daft 
die Chromosomen noch von einer kolloidalen Substanz umgeben sind, iiber 
die wir allerdings nicht viel mehr aussagen kénnen, als dafi sie wahrschein- 
lich aus Nukleohistonen besteht. Uber ihr submikroskopisches Gefiige laft 
sich nicht einmal vermutungsweise etwas sagen, doch ist dies zur Zeit nicht 
so wesentlich als die Feststellung ihrer Existenz an sich. Sie gibt uns erst 
die Grundlage zum Verstandnis, wie der Kern alle seine Funktionen er- 
fiillen kann. Sie ist erstens das unmittelbare Lebensmedium der Chromo- 
somen in der Teilungspause, ferner mufi es sich um eine Masse handeln, 
welche gewisse physiologische und morphologische Reaktionen des Zell- 
kernes bestreitet. Denn es spricht vieles dafiir, daft der Kern nicht nur 
Trager von Vererbungsfunktionen ist, vielmehr auch im Stoffwechsel und 
bei den Regulationen der Zelle eine nicht zu vernadchlassigende Rolle spielt. 
Ich brauche nur auf die Arbeiten Casperssons, Alexandrovs, Nasso- 
novs, Makarovs, F. Webers, Niessings, Benninghoffs u. a. m. zu 
verweisen. Schlieftlich fehlt es nicht an Angaben, daf{ man den Zellkern 
ziemlich weitgehend schadigen kann, ohne dadurch die Teilungsfahigkeit 
der Zelle zu vernichten. Daher kénnen sich diese Schadigungen nicht un- 
mittelbar an den Stoffen der Chromosomen, sondern in erster Linie eben 
an diesen anderen Subtraten auswirken. Damit werde ich mich noch weiter 
unten im Zusammenhang mit den Karyosomen beschiftigen miissen. 


Kernmembran. Uber die Kernmembran brauche ich mich hier nichi 
zu verbreitern. Ich habe meinen friiheren Feststellungen und Ansichten 
dariiber (1937) nichts Wesentliches hinzuzufiigen. Es haben sich auch aus 
den vorliegenden Untersuchungen keine Anhaltspunkte dafiir ergeben, dat 
es normalerweise eine morphologische Kernmembran der Art, wie sie die 
iiblichen Praparate zeigen, gabe. Zur Entwicklung einer solchen kommt es 
immer dann, wenn auch das Chromatingeriist in Erscheinung tritt. Wenn 
es nach einer weitgehend schonenden Priaparation da und dort den Anschein 
emer Membran erwecken kénnte, so lehrt eine genaue Betrachtung immer, 
daf ihnen Auflagerungen von Stoffen aus dem Zytoplasma auf der Kern- 
oberflache zugrunde liegen, deren vitaler Charakter sehr fraglich ist. Denn 
zwischen Kernoberflache und Plasma bestehen zweifellos Spannungen, die 
bei einer Beeintrachtigung des natiirlichen Zustandes einer Zelle leicht zu 
Agglutinationen an der Grenzflache fiihren kénnen. Es ist bemerkenswert, 
daf elektronenmikroskopische Untersuchungen an Eizellen zur Ansicht 
fiihrten, daff die Kernmembran aus zwei Schichten besteht. Wieweit diese 
Feststellungen iibrigens auch andere derartige Untersuchungen iiber die 
Kernmembran (Baud) natiirliche Zustande erfassen, scheint es mir noch 
weiterer kritischer Studien iiber die Technik bei der Elektronenmikroskopie 
zu bediirfen. Denn, wie ich in einer im Druck befindlichen Betrachtung 
ausfiihre, ist dem Problem der Artefaktbildung durch die Technik um so 
mehr Aufmerksamkeit zu schenken, je héher das Auflésungsvermégen des 
Mikroskops ist, also ganz besonders beim Elektronenmikroskop. 


Die postmortalen Veranderungen und die Pathologie des 
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Zellkernes. Das Karyoplasma ist, wie dargetan, recht empfindlich gegen 
physikochemische Einfliisse, besitzt aber doch eine gewisse Resistenz. -Diese 
Resistenz driickt sich bei meinen Versuchen in der cH aus, bei der sich die 
unterschiedlichen Veranderungen zeigen. So hat ein ganz frisci entnom- 
menes und sogleich behandeltes Gewebe bei pH 3,8 den granulierten Kern, 
bei 7,1 ein unstrukturiertes Kernplasma, bei 2,5 das Geriist. Andererseits 
macht sich diese Resistenz auch in der Zeit bemerkbar, die nach dem Tode 
bis zur Entnahme verstreichen muf, um bei einem bestimmten pH das 
Geriist zu erzielen. Bei 2,5 wird es schon im frischen Gewebe, bei 3,8 erst 
nach zwei, bei 7,1 erst nach fiinf Stunden hervorgerufen. Man kann also 
mit Recht von einer Zunahme der Saiureempfindlichkeit sprechen, die Resi- 
stenz des Karyoplasmas nimmt ab. Die Ursache dafiir muf man in Um- 
setzungen suchen, die nach dem Absterben der Zellen und Gewebe einsetzen 
und das Wesen der Autolyse ausmachen. Daf} sie mit einem Ansteigen der 
Aziditat verbunden sind, ist bekannt. Diese Sauren oder analog wirkenden 
Faktoren sind es zweifellos, die schlieflich zur Ausfallung von Kern- 
membran und Geriist beitragen. Ich halte es aber fiir wahrscheinlich oder 
wenigstens fiir méglich, da’ auch unmittelbar an den Stoffen des Karyo- 
plasmas Veranderungen einsetzen, die ihre deutlich nachweisbare Stabili- 
tat vermindern. Welcher Art diese Veranderungen sind, ob ihnen eine 
Spaltung von Nukleohistonen oder Verschiebungen im Verhialtnis Ribose- 
zu Ribodesosenukleinséure zugrunde liegen, lat sich heute, da wir noch 
so wenig Sicheres iiber die Physiologie des Zellkernes wissen, schwer ab- 
schatzen. 


Aus solchen Uberlegungen und Erkenntnissen erhellt, dali Untersuchun- 
gen iiber die pathologische Morphologie des Zellkernes, die man am iib- 
lichen Obduktionsmaterial und mit iiblichen Methoden machen will, schlecht- 
hin unmdglich sind. Solchen Angaben — es sind noch nicht allzu viele — 
muf man, besonders wenn sie iiber die Belange von Gréfe und Form des 
Kernes hinausgehen, grofe Vorsicht entgegenbringen. Gleiches gilt aber 
auch vom Operationsmaterial, wenn nicht eine einwandfreie Technik die 
Grundlage gibt, auf der gewonnene Ergebnisse gegeniibergestellt werden 
kénnen. Diese Technik muf auferdem stets so schonend sein, da nicht 
funktionelle oder krankhafte Anderungen von grob wirkenden Reagenzien 
zu einem Kunstprodukt im wahren Wortsinne zerstért werden, in dem feine 
Abweichungen von der Norm einfach nicht mehr da sind. Was ich friiher 
iiber das sogenannte Aquivalentbild gesagt habe (1926, 1942), gilt auch hier. 


Die Karyosomen und die Funktionen des Zellkernes. Im 
Kernraum der normalen Zelle kommen in allen von mir untersuchten Objek- 
ten als einzige Strukturen Kérperchen vor, deren Natur zunachst nicht ganz 
eindeutig ist. Sie sind bei meiner Technik intensiv basophil, geben auch 
eine positive Nuklealreaktion, bestehen daher aus Chromatin und ent- 
halten freie Nukleinsiure. Zieht man einen Vergleich zu Kernen in Schnit- 
ten, die auf iiblichem Wege vorbereitet wurden, so wiirde sie jeder als 
Nukleolen ansprechen. Jedoch darf bei kritischer Beurteilung nicht ver- 
gessen werden, daft die Nukleolen bei pflanzlichen wie tierischen Zellen als 
oxyphil beschrieben werden (Flemming, v. Tellyesnicky. Montgo- 


















































582 '.. A. Pischinger 


mery). v. Tellyesnicky unterscheidet. von ihnen die basophilen Karyo- 
oder Nukleosomen. Auch die anderen Autoren treffen diesen Unterschied. 
Daher miissen die fraglichen Bildungen Karyosomen sein und den Chromo- 
zentren der Botaniker gleichgestellt werden. Andererseits erwahnt Pfuhl 
gerade in den Leberzellkernen Nukleolen, meist zwei — also in einer 
Zahl, die auch den hier beobachteten Kérperchen entspricht —, die oxyphil 
sind, allerdings ,,bei geeigneter Farbung“. Obwohl ich von einer Oxyphilie 
nichts entdecken konnte, méchie ich doch eine Identitat beider nicht be- 
zweifeln. Es gibt in einer einwandfrei fixierten Leberzelle nichts anderes 
als diese basophilen Kliimpchen. Beriicksichtigt man, daft Azido- und Baso- 
philie, wie ich schon 1926 bewies, nur relativ sind und weitgehend von der 
Art der iibrigen Technik, vor allem der Fixierung (Zeiger) mitbestimmt 
werden, so lat es sich denken, daft. die Differenzen zwischen Pfuhls 
und meinen Beobachtungen technische Ursachen haben. Dann aber muf 
man der Begriffsbestimmung des Nukleolus gegeniiber auch im allgemeinen 
recht unsicher werden. Darum meine ich, da man heute iiber die Ab- 
grenzung des Begriffes Nukleolus auf rein histologischer Basis weniger 
sagen. kann denn je. 

Um diese Schwierigkeiten komme ich bei den nun folgenden Erérterun- 
gen iiber das Wesen und die Bedeutung der Karyosomen nur herum, wenn 
ich, fuRend auf dem Postulat des Aquivalentbildes, nur jene Elemente ins 
Auge fasse, die bei vergleichbarer Technik basophil sind. ~ 

’ Ich hebe zuniachst einige Eigenschaften dieser Karyosomen hervor. Der 
auffalligste Umstand ist, daf ihre Zahl nach der Tierart schwankt: beim 
Meerschweinchen sind es durchschnittlich 2—4, bei der weifen: Maus 7—9, 
beim Hund in der Regel nur eines, selten zwei.. Der Mensch besitzt 3—5. 
Dabei scheinen die Zahlen den betreffenden Typus zu kennzeichnen; denn 
ich fand die durchschnittliche Zahl .z. B. beim Meerschweinchen auch in 
anderen Organen, wie Pankreas, Muskel, Gallenepithel und Mesenchym. 
Allerdings verfiige ich noch nicht iiber eine breitere Statistik, kann sie 
auch zur Zeit nicht erarbeiten, so daft sich méglicherweise einmal eine 
Korrektur meiner jetzigen Zahlen ergeben kann; doch die Tatsache der 
charakteristischen, nach Typus schwankenden Zahl scheint heute schon ge- 
geben zu sein. 

Eine zweite, ebenfalls soweit gesicherte Eigenschaft, dal ich sie er- 
wihnen kann, ist die Verinderlichkeit der Karyosomen innerhalb einer 
Zelle. Wie oben schon beschrieben, heben sie sich nach Fixierung bei pH 7,1 
in Farbbarkeit und Lichtbrechung, auch im Dunkelfeld von der Umgebung 
kaum ab, wahrend sie nur wenig mehr Saure scharf hervorireten lift. Sie 
yerschwinden vor der Mitose ganz (v. Tellyesnicky), gehen also an- 
scheinend im Karyoplasma auf. Schlieflich kénnen sie sich unter gewissen 
Bedingungen, z. B. wenn man ganz frische, noch reaktionsfahige Gewebe mit 
sauren Lésungen fixiert, an Zahl betrachtlich erhdéhen, in Leberzellen der 
Maus von etwa 8 auf 16 (Pischinger 1937). 

Endlich habe ich darauf geachtet, ob nicht verschiedene Todesarten auf 
Zahl und Form der Kérperchen Einflu® nehmen, jedoch nichts dergleichen 
wahrgenommen. Das war iibrigens auch kaum zu erwarten; den im Zell- 
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kern scheinen die morphologischen Reaktionen relativ triage abzulaufen. 
Die Schadigungen muften also viel langer einwirken, als es in meinen Ver- 
suchen notig war, um z. B. ein Tier mit Chloroform oder Kohlenoxydgas 
zu téten. Diesen Umstand beriicksichtigen die Arbeiten Alexandrovs, 
Nassonovs und Makarovs, so daft ich mich auf ihre Resultate beziehen 
kann. Und damit bin ich zu einem wesentlichen Punkt in meinen Er- 
érterungen vorgedrungen. 

Die ausgezeichneten und exakten Untersuchungen der oben genannten 
Autoren beschiftigen sich mit'den vitalen Reaktionen der Zelle bei langer- 
dauernder Asphyxie, Einwirkung von Kohlenoxyd und Blausiaure auf das 
Tier. Im Kern ist unter normalen Umstanden nur ein blasser Nukleolus 
(Frosch) zu sehen, das Karyoplasma besitzt keine mit irgendwelchen opti- 
schen Methoden differenzierbare Strukturen. Bei Darbietung von Neutral- 
rot bleibt es ungefarbt, der Nukleolus praktisch ebenfalls. Bei O,-Mangel 
und CO-Vergiftung farbte sich nun das Kernplasma miafig, der Nukleolus 
intensiv vital, wobei er sich gleichzeitig auch optisch schirfer durch: die 
Lichtbrechung allein abhob. Nach dieser Fahigkeit, den basischen Farbstoff 
zu binden, méchte ich nicht bézweifeln,'‘daf dieser Nukleolus ein Karyosoma 
im Sinne v. Tellyesnickys und identisch mit den Kérpern ist, die sich 
in meinen Untersuchungen darbieten. Ganz besonders widitig erscheint 
mir der Befund, da beim Frosch unter den genannten Belastungen noch 
neue Strukturen in Form wechselnd grofer Korner und einer morphologi- 
schen Membran auftraten, die sich ahnlich. wie der ,,Nukleolus” ohne Farb- 
stoff nur weich abheben gleichwie sie auch Neutralrot stark anreichern und 
dann scharf abgesetzt sind. Daf sich diese, von den Autoren als Gelbildung 
aufgefaften Kérperchen, wie die primaren Karyosomen mit dem basischen 
Farbstoff beladen, kennzeichnet ihre Stoffe als chemisch, bzw. elektrostatisch 
sehr aktiv, was der iibrigen Kernsubstanz wenigstens in diesem Ausmafe 
fehlt. Die Ursache fiir diese iibrigens reversiblen Neubildungen sehen die 
Autoren in einer Anderung des Glykogenstoffwechsels, Senkung des Redox- 
potentials und einem Anstieg der Aziditat, ausgelést durch Hemmung der 
Oxydation. Die H-Ionenkonzentration steigt nach Nassonov im Darm- 
epithel des Frosches um pH 0,4, von 6,5 auf 6,1. Unter Blausiurewirkung, 
die sowohl die Sauerstoff- wie Farbstoffatmung hemmt, bleibt die Gelbil- 
dung im Kern (iibrigens auch die sonst erfolgende Granulaneubildung im 
Plasma) aus. 


Diese Erscheinung der Strukturneubildung im Kern bei Asphyxie muf 
mich an die Vermehrung der Chromatinkérperchen bei Fixierung frischer 
Leberstiickchen mit sauren Lésungen erinnern (s. oben). Ich méchte 
auch nicht zégern, beide Bildungen, also nicht nur die primar vorhandenen, 
sondern auch die sekundar auftretenden, in Parallele zu setzen. Ich bin 
mir bewuft, daf ich mit dieser einheitlichen Betrachtung Reaktionsprodukte 
der abnorm belasteten lebenden Zelle mit solchen vergleiche, die ich in 
friiheren Arbeiten (1937) als Artefakte anzusprechen geneigt war. Das darf 
aber nicht befremden: im einen wie im anderen Falle handelt es sich um 
Reaktionsprodukte auf eine Zunahme der Aziditat. Zweifellos haben die 
Zellen und Zellkolloide ganz frisch entnommener Gewebe anfangs noch eine 
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supravitale Empfindlichkeit, mit der sie auf die bei Stiicdkfixierung nur all- 
mahlich ansteigende Aziditat noch antworten kénnen. Daf sie dies mit 
gleichen morphologischen Erscheinungen tun wie lebende Zellen, kann nicht 
verwundern. Ich versuche also genau genommen nichts anderes, als vital 
und supravital entstehende Strukturen, die nach Eigenschaft, Entstehungs- 
weise und Ursachen einander weitgehend dhnlich sind, auf einen Nenner 
zu bringen. Solchen Parallelen — das michte ich bei dieser Gelegenheit 
cinmal ausdriicklich zur Sprache bringen — begegnet man durchaus nicht 
so selien, wie man urspriinglichh annehmen méchte. Ich brauche nur, um 
einige Beispiele zu nennen, an die Entmischungsvorgiinge im Zytoplasma, 
die Veranderungen an der Markscheide des Nerven, auch in der Muskel- 
zelle u. a. m. zu erinnern. M. E. sagen solche Beobachtungen, daft im leben- 
den Substrat gewisse Leistungen mit morphologischen Reaktionen eng 
verkniipft sind, die nun bei Uberlastung oder Schaidigung vital im wesent- 
lichen analoge Erscheinungen geben wie supravital, natiirlich nur so lange. 
als die Zellsubstanzen nicht irreversibel verandert und erstarrt oder wie 
bei der Blausaiurevergiftung die energetischhen Umsetzungen in der Zelle 
nicht gelahmt sind. Schwierig wird es aus solchen Erkenntnissen nur, den 
Artefaktbegriff richtig zu fassen. Es kommt dabei auf den experimentellen 
Charakter der Ursachen und gleichzeitig darauf an, daft die Erscheinungen 
nach dem Tode des Organismus ausgelést werden. 


Ich komme nun wieder zuriick auf die Bedeutung der chromatischen 
Korperchen im Zellkern. Die neuentstandenen Elemente in den Asphyxie- 
versuchen stehen zweifellos mit den Veranderungen im Energiehaushalte 
der Zelle in ursaichlicher Verbindung, was auch die genannten Autoren an- 
nehmen. Nassonov, der analoge Effekte auch durch Einwirkung von Bor- 
siure erzielen konnte, diskutiert nun im Zusammenhang mit meinen 
friiheren Arbeiten aus dem Laboratorium Bethes iiber den isoelektrischen 
Punkt von Gewebskolloiden, wieweit die von ihm ermittelte pH-Anderung 
die Gelbildung im Kern verursachen kénne. Er meint sehr richtig, daft die 
Verschiebung von pH 6,5 auf 6,1 den isoelektrischen Punkt der nukleinsaure- 
reichen Elemente, um die es sich handelt, nicht erreiche und die Gelbildung 
nicht befriedigend erklaren kénne. Man darf aber nicht iibersehen, daf 
den Zellkolloiden mit ihrem amphoteren Charakter eine nicht geringe 
Pufferungskapazitat eigen ist und daf gerade dieser Pufferung Ladungs- 
tinderungen zugrunde liegen, die mit Gelbildung oder Peptisation einher- 
gehen. Man kann also in einem etwa durch Eiweifé stark gepufferten System 
durch eine pH-Bestimmung mit Indikatoren keinen wahren Wert fiir die 
gesamten physikochemischen Veranderungen gewinnen. Ein Bild davon 
vermittelt einigermafen erst die Mitberiicksichtigung der Gelbildung und 
vor allem des Farbbindungsvermégens. Die Farbstoffe kénnen — wie es 
Bethe, R. Keller und ich immer schon verireten haben — mit ihrer (ein- 
deutigen) Ladung als Indikator fiir elektrostatische Potentiale dienen, die 
sich aus den lonenverhialtnissen ergeben, geradeso wie andere (reduzier- 
bare) Farbstoffe als Indikatoren fiir das Redoxpotential dienen. 


Es scheint mir bezeichnend, da Blausiiure die Neubildung der erwahn- 
ten Neutralrot bindenden Kérperchen im Kern vermissen aft. Es handelt 
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sich zwar auch hier um eine Beeinflussung der Zellatmung ,(Warburg); 
doch liegt hier ein ganz anderer Mechanismus vor, indem die Zelle primar 
energetisch gelahmt wird. Die Zelle hat offenbar nicht nur die Fahigkeit, 
den Sauerstoff zu verwerten, verloren; sie kann anscheinend auf den 
Schaden nicht mehr reagieren. : : 

Nach allen diesen Tatsachen glaube ich annehmen zu diirfen, daft die 
Neubildung von Chromatinkérperchen im Kern und die Steigerung des 
Farbbindungsvermégens der Ausdruck, bzw. ein Mittel zur Erhaltung der 
fiir die Funktion der Zelle nétigen elektrostatischen Spannungen ist, indem 
dadurch bei einem exogen bedingten Absinken der Potentiale (sowohl 
Redox- wie Ionen-Potentiale) neue Strukturen mit hochaktiven Oberflachen 
geschaffen werden. 

Es fragt sich nur noch, ob auch die primar im Zellkern gegebenen 
Karyosomen vom gleichen Standpunkt beurteilt werden kénnen. Das 
scheint mir der Fall zu sein. Es besteht zwar im Experiment zwischen 
ihnen und den sekundaren der Unterschied, daft sich die primaren Kér- 
perchen in der unbelasteten Zelle nicht oder kaum mit Farbstoff beladen. 
Ich halte aber diesen Unterschied nicht fiir wesentlich. Wichtiger scheint 
mir der Umstand, daf auch sie unter Sauerstoffmangel aktiviert werden 
und sich dann gleich verhalten wie die sekundaéren Karyosomen. Beide 
haben eine gewisse Verianderlichkeit bei Beanspruchung der Zellfunktionen 
gemein, ebenso wie auch beide vor der Mitose, wenn also die Zelle in einen 
geainderten energetischen Zustand kommt, verschwinden (v. Tellyes- 
nicky). Daf bei diesen Veranderungen physikalisch-chemische Faktoren 
mitspielen, entnehme ich nicht nur den Ergebnissen Alexandrovs, 
Nassonovs und Makarovs, sondern auch meinen eigenen. Denn die 
primaren K6rperchen heben sich bei Fixierung mit der Formollésung 
pH 7,1 nach Lichtbrechung und Farbbarkeit kaum von der Umgebung ab, 
treten aber scharf hervor, wenn der Sauregrad steigt. Das indifferente 
Verhalten in der unbelasteten Zelle wiirde somit nichts anderes heifen, 
als daff ein energetisch ausgeglichener oder ein Zustand entgegengeseizt 
jenem herrscht, der zur Bildung der sekundiren Karyosomen fiihrt. Ein- 
fache Experimente kénnten hier leicht Klarheit schaffen. 

So komme ich also zur Unterscheidung primarer und sekundarer Chro- 
matinkérperchen als einziger im Kern normaler Zellen mikroskopisch diffe- 
renzierbarer Strukiuren. Beide fasse ich als Potentialregulatoren auf. Die 
primaren waren jene, die bei normalem Ablauf der Zelltatigkeit ausreichen, 
die sekundiren hingegen solche, die sozusagen ,,im Notfalle“ entwickelt 
werden, um besonderen Belastungen zu begegnen. 

Nur beilaufig méchte ich noch bemerken, da man auch im Zytoplasma 
solche primaire und sekundare Organzellen wird unterscheiden miissen. 
Alle Ergebnisse der Vitalfarbung weisen schlieBlich darauf hin, da® im 
Zelleib Orie mit Beziehungen zu positiven, zu negativen und Redox- 
indikatoren primar bestehen und sekundir entstehen kénnen. Darauf naher 
einzugehen, iiberschreitet jedoch den Rahmen der vorliegenden Unter- 
suchung. Doch scheinen alle Arbeiten auf diesen Gebieten mehr denn je 
Beachtung zu erfordern, nachdem Eppinger in seiner ,.Permeabilitits- 
Protoplasma, Bd. XXXIX/4. 41 
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pathologie~ immer wieder auf die von R. Keller und seinen Mitarbeitern 
untersuchten elektrischen Potentiale und ihre Bedeutung fiir die Funk- 
tionen von Zellen, Organen und Geweben Bezug nehmen muf. Und 
auch Bethe faftte vor kurzem seine Ansicht itiber den Stoffaustausch 
zwischen Zelle und Umgebung in die Satze zusammen: Es ,,... ist die 
Spezifitat der unterschiedlichen Zellarten in dem Zusammenwirken zahl- 
reicher Variablen begriindet. Eine dieser Variablen besteht aber in der 
Konkurrenz der Ladungen der Zellkolloide und der Ladungen und A ffini- 
tiiten adsorbierbarer Stoffe“. Daraus erstehen der medizinisch-theoreti- 
schen Forschung viele Aufgaben. Dabei scheint es mir unerlaflich, den 
Zellkern in den engeren Kreis der Betrachtungen zu stellen. Allerdings 
war das bisher mangels einer geeigneten Technik zu seiner Untersuchung 
und einer gesicherten Kenntnis von seiner wahren Siruktur nicht recht 
méglich. In dieser Richtung hoffe ich, mit den vorliegenden Studien einen 
brauchbaren Beitrag geliefert zu haben. 


Zusammenfassung 


Mit Hilfe von Fixierungsversuchen an nativen Gefrierschnitten werden 
die. Verainderungen der Kernstruktur in Abhingigkeit vom Sauregrad, der 
wihrend der Fixierung herrscht, und von der Zeit, die post mortem bis 
zur’Entnahme des Gewebes verstreicht, ermittelt und ursichlich analysiert. 
Bei einwandfreier Technik sind in der normalen und unbelasteten Zelle 
das typische Chromatingeriist und die morphologische Membran nicht vor- 
handen. Sie stellen in unseren iiblichen Praparaten Artefakte dar. Als 
cinzige vitale Strukturen lassen sich nur basophile Chromatinkérner 
differenzieren, die den Karyosomen v. Tellyesnickys entsprechen. Es 
diirfte sich in ihnen um Regulatoren fiir das elektrische Potential der Zelle 
handeln. Man kann primaire und sekundare Karyosomen unterscheiden: 
die primiaren sind schon normalerweise in der Zelle ausgebildet, die sekun- 
daren werden neu entwickelt, um aufergewoéhnlichen Belastungen zu _be- 
gegnen. 

Es ergibt sich ferner der Schlufi, daf die Chromosomen in der Teilungs- 
ruhe-in Form von kettenférmigen Molekiilkomplexen persistieren diirften, 
so daf ihre Individualitaét auch ohne mikroskopisch auflésbare Strukturen 
des Zellkernes gewahrt bleiben kann. 
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Zur Permeabilitit der SchlieBzellen 
Von 
Eva Maria Stéger 


(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitit Wien) 
Mit 7 Textabbildungen 
(Eingelangt am 23. September 1950) 


Reuter (1943) hat iiber eine Methode berichtet, die es gestattet, die 
Permeabilitat des SchlieBzellenplasmas quantitativ zu erfassen. Diese Ver- 
suche beschrankten sich auf die Bestimmung der Permeabilitat des Schlief- 
zellenplasmas fiir Harnstoff an Vicia faba. Zur Beantwortung der Frage, 
inwieweit Permeabilitaétsinderungen des Protoplasmas von Schliefzellen 
fiir die Offnungs- und SchlieRbewegungen der Stomata von wesentlicher Be- 
deutung sind (Linsbauer 1917, Nikolic 1925, Kisselew 1925, Weber 
1930, 1931, Reuter 1943), erschien es im Anschluf an die Versuche 
Reuters interessant, die Durchlassigkeit des Schliefzellenplasmas fiir eine 
Reihe weiterer Stoffe und an einem anderen Objekt zu priifen. 


Methode und Versuchsobjekt 


Auf eine Darstellung der verwendeten Methode zur Bestimmung der 
Permeabilitat wird verzichtet, da bei den vorliegenden Untersuchungen die 
von Reuter (1943) ausgearbeitete Methode ohne Abanderung verwendet 
wurde. Diese Methode beruht im wesentlichen darauf, dafi der Grad der Zu- 
nahme der Turgordehnung der Schliefizellen unter der Einwirkung einer 
hypertonischen Lésung eines bestimmten Plasmolytikums bestimmt wird. 
Als Versuchsobjekt dienten bei den vorliegenden Versuchen Blatter von 
Tradescantia viridis. Da fiir die Schliefizellen Permeabilitatsunterschiede 
bei offenen und geschlossenen Spalten bestehen, wurden fiir die Versuche 
Stomata von verschiedener Offnungsweite bendtigt. Bei der Vorbehandlung 
der Versuchsblatter zur Erzielung eines bestimmten Offnungszustandes der 
Stomata wurde dem Einflu® einerseits des Feuchtigkeitsgrades der Atmo- 
sphire, anderseits der Belichtungsverhiltnisse dadurch Rechnung getragen, 
dai die Versuche in zwei verschiedenen Reihen verliefen. Bei der ersten 
Versuchsreihe wurde die Vorbehandlung der Versuchsblitter mit verschie- 
den starken Lichtquantititen in einer Atmosphire mit hohem Feuchtig- 
keitsgehalt vorgenommen, bei der zweiten Versuchsreihe in einer Atmo- 
sphire mit niederem Feuchtigkeitsgehalt. 

Durch bestimmt gewahlte Abanderungen in den Belichtungsverhialtnissen 
(als Belichtungsquelle diente eine Tungsramlampe von 500 Watt; die Ent- 
fernung dieser Lichtquelle von den Versuchsblittern betrug 35—40cm: die 
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Warmewirkung wurde durch ein Wasserfilter ausgeschaltet) ergaben sich bei 
den Versuchen die in Tab. 1 zusammengestellten sechs Variationen. In der 
Tabelle ist fiir jeden einzelnen Fall jenes Reaktionssystem (Stalfelt 1929) 
angegeben, das unter den jeweiligen Bedingungen die Spaltéffnungsbe- 
wegungen in erster Linie beherrschen diirfte. Als Kontrolle dienten Blatter, 
die von der Versuchspflanze, die sich im Gewiachshaus in diffusem Licht 
befand, unmittelbar vor dem Beginn der Permeabilitatsmessungen abge- 
trennt wurden. 








Tabelle 1. 
Belichtungs- | A. Hoher B. Niederer 
verhiltnisse | Feuchtigkeitsgrad Feuchtigkeitsgrad 
a) starke a’) starke 
45 Minuten photoaktive Offnungs- | photoaktive Offnungs- 
belichtet tendenz + hydroaktive | tendenz + hydroaktive 
Offnungstendenz SchlieBtendenz 
b) schwichere b') schwiachere 
30 Minuten photoaktive Offnungs- | photoaktive Offnungs- 
belichtet tendenz + hydroaktive | tendenz + hydroaktive 
Offnungstendenz | SchlieBtendenz 


c) photoaktive SchlieB- | c’) photoaktive SchlieB- 
tendenz + hydroaktive | tendenz + hydroaktive 
Offnungstendenz | SchlieBtendenz 


60 Minuten 
verdunkelt 


Die Permeabilitat des Schliefzellenplasmas wurde in hypertonischen 
Lésungen (in 1molarer bzw. 2molarer Konzentration) der folgenden Stoffe 
geprift: 

Harnstoff 

Glyzerin 

Urotropin 

Sulfoharnstoff (nur in imolarer Konzentration) 

Methylharnsioff 


Acetamid 


Das umfangreiche Zahlenmaterial der Versuchsergebnisse ist in der 
Dissertation ,,Permeabilitatsuntersuchungen an funktionierenden SchlieR- 
zellen“ im pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien enthalten. 
Im Rahmen dieser Veroffentlichung wird nur eine zusammenfassende gra- 
phische Darstellung der erhaltenen Versuchsergebnisse gebrachi. Bei diesen 
Kurven ist ganz im Anschlu8 an die Darstellung bei Reuter (1943) auf der 
Abszisse die Beobachtungszeit in Minuten, auf der Ordinate der Grad der 
Turgordehnung aufgetragen. Die verschiedenen Strichstirken weisen auf 
die verschiedenen Konzentrationen der verwendeten Stoffe hin: starkere 
Siriche — 2 mol, schwachere Striche — 1 mol, waagrecht ist der Wert des 
primaren Offnungszustandes angegeben. 
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Versuchsergebnisse 
Die Abb. 1—6, Reihe A, bringen die Ergebnisse der ersten Versuchs- 


serie, also jener Versuche, bei denen die Vorbehandlung in einer Atmosphire 
mit hohem Feuchtigkeitsgehalt durchgefiihrt wurde.t Ein Vergleich 
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Abb. 1. Zunahme der Turgordehnung von SchlieBzellen in 2 mol- und 1 mol- 

Harnstoff. a, a’) 45 Min. belichtet, b, b’) 30 Min. belichtet, c, c’) 60 Min. dunkel ge- 

halten, k) Kontrollversuch. Auf der Abszisse ist die Beobachtungszecit, auf der 
Ordinate der Grad der Turgordehnung aufgetragen. 
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Abb. 2. Zunahme der Turgordehnung von Schliefzellen in 2mol- und 1 mol- 


Glyzerin. a, a’) 45 Min. belichtet, b, b’) 30 Min. belichtet, c, c’) 60 Min. dunkel ge- 
halten, k) Kontrollversuch. Auf der Abszisse ist die Beobachtungszeit, auf der 
Ordinate der Grad der Turgordehnung aufgetragen. 


1 Auf eine genaue Besprechung der einzelnen Kurven, aus denen sich fiir die 
Permeation der einzelnen Stoffe manche Besonderheiten ergeben, kann aus Raum- 
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der Kurven (Abb. 1—6A) zeigt, daft im allgemeinen fiir saémtliche Stoffe 
die Permeabilitaét des Schliefzellenplasmas mit zunehmender Belichtungs- 
starke steigt. Fiir die meisten Stoffe zeigen die Schliefizellen aufferdem in 
imolarer Lisung geringere Permeabilitaét als in 2molarer Liésung. (Fiir 
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Abb. 3. Zunahme der Turgordehnung von SchlieRzellen in 2mol- und 1 mol- 
Urotropin. a, a’) 45 Min. belichtet, b, b’) 30 Min. belichtet, c, c’) 60 Min. dunkel ge- 
halten, k) Kontrollversuch. Auf der Abszisse ist die Beobachtungszeit, auf der 
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Abb. 4. Zunahme der Turgordehnung von Schliefzellen in 1 mol-Sulfoharnstoft. 

a, a’) 45 Min. belichtet, b. b’) 30 Min. belichtet, c. ¢’) 60 Min. dunkel gehalten, 

k) Kontrollversuch. Auf der Abszisse ist die Beobachtungszeit, auf der Ordinate 
der Grad der Turgordehnung aufgetragen. 


mangel an dieser Stelle nicht eingegangen werden. Es muf auch hier auf die oben 
zitierte Dissertation verwiesen werden. 
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Glyzerin sind die SchlieRzellen im Versuch c und c’ [60 Minuten verdunkeli| 
gar nicht permeabel.) Auffallend sind die Ergebnisse der Versuche mii 
Acetamid (Abb. 6). Die erhaltenen Kurven zeigen in diesem Fall keinen 
mehr oder weniger gleichmafRigen Verlauf. Auf den anfanglichen Anstieg 
der Kurven folgt nach relativ kurzer Zeit ein starkes Absinken, das erst in 
cinem wesentlich spateren Zeitpunkt von einem neuerlichen Anstieg abge- 
list wird. Dieses voriibergehende Absinken der Kurven findet seine Er- 
klarung durch die hohe Durdhlassigkeit der Nebenzellen fiir Acetamid. Die 
nach erfolgter Deplasmolyse in den Nebenzellen einsetzende Turgorzunahme 
fiihrt zu einem passiven Verschluf der Stomata. Erst wenn der Druck der 
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Abb. 5. Zunahme der Turgordehnung von Schliefzellen in 2 mol- und 1 mol-Methyl- 

harnstoff. a, a’) 45 Min. belichtet, b, b’) 30 Min. belichtet, c, c’) 60 Min. dunkel ge- 

halten, k) Kontrollversuch. Auf der Abszisse ist die Beobachtungszeit, auf der 
Ordinate der Grad der Turgordehnung aufgetragen. 


Nebenzellen nachlaft, schreitet die Turgorzunahme der SchlieBzellen weiter 
fort. 

Die Abb. 1—6B bringen die Ergebnisse der zweiten Versuchsserie, 
also jener Versuche, bei denen die Vorbehandlung in einer Atmosphiare 
mit niederem Feuchtigkeitsgehalt durchgefiihrt wurde. Die Ergeb- 
nisse der Versuche dieser zweiten Serie zeigen, daft das Schliefizellenplasma 
auch bei geringem Feuchtigkeitsgehalt eine Zunahme der Durdchlassigkeit 
mit steigenden Belichtungsintensitaten aufweist.2 Bei einem Vergleich der 


? In dieser Versuchsreihe zeigt sich die Permeabilitat der Schliefzellen in 1mola- 
rer Konzentration einiger Stoffe gegen'die in 2molarer Lésung etwas erhéht. 
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Ergebnisse der Versuchsserie A util B zeigen sich bei gleicher Lichtstiarke 
durchgehend héhere Permeabilitatswerte fiir die SchlieBzellen bei hohen 
Feuchtigkeitsgraden. 

Fiir die Permeabilitiatseigenschaften der Schliefizellen miissen daher so- 
wohl der Feuchtigkeitsgrad als audi’ die Belichtungsverhialtnisse als wesent- 
liche Faktoren angesehen werden. Ein fiir die Offnungstendenz der Schlieft- 
zellen optimales Zusammenwirken beider Faktoren (photoaktives Offnen 
und hydroaktives Offnen) scheint mit einer maximalen Durchlassigkeit des 
SchlieRzellenplasmas verbunden zu:sein. In denjenigen Fallen, in denen 
die beiden Reaktionssysteme der Spaltéffnungsbewegungen gegensinnig ver- 
laufen (photoaktives Offnen und hydroaktives Schliefen vice versa), zeigen 
die Schlie8zellen verminderte Durchlassigkeit. 
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Abb. 6. Zunahme der Turgordehnung von Schliefzellen in 2mol- und 1 mol- 

Acetamid. a, a’) 45 Min. belichtet, b, b’) 30 Min. belichtet, c, c’) 60 Min. dunkel ge- 

halten, k) Kontrollversuch. Auf der Abszisse ist die Beobachtungszeit, auf der 
Ordinate der Grad der Turgordehnung aufgetragen. 


Was die Unterschiede in der Permeation der einzelnen verwendeten 
Stoffe betrifft, so konnten folgende Feststellungen gemacht werden: 

1. Die héchste Durchlassigkeit zeigen die Schliefizellen unter allen Ver- 
suchsbedingungen fiir Acetamid. 

2. Die geringste Durchlassigkeit zeigen die Schliefizellen unter allen Ver- 
suchsbedingungen fiir Glyzerin. 

3. Die iibrigen verwendeten Stoffe — Harnstoff, Urotropin, Sulfoharn- 
stoff, Methylharnstoff — zeigen ein zwischen diesen beiden Extremen liegen- 
des mittleres Permeationsvermégen. 

Die Nebenzellen zeigen, sofern sie fiir die verwendeten Stoffe iiberhaupt 
permeabel sind (Acetamid, Methylharnstoff, Glyzerin), ebenfalls wie die 
Schliefzellen eine Abhangigkeit der Durchlassigkeit ihres Plasmas von 
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Licht- und Feuchtigkeitsverhaltnissen und auch von der Konzentration des 
Plasmolytikums. 

Das Absinken der Kurven gegen Ende der Beobachtungszeit zeigt eine 
SchlieBbewegung der Schliefizellen an. Diese ist wohl als Folge von Exos- 
mosevorgangen zu deuten, die durch Schadigung der Schliefizellen infolge 
der Plasmolyse und Permeation hervorgerufen wird. 


Quantitative Auswertung der Versuchsergebnisse 


Die Feststellung, dal sich eine Beziehung nachweisen laft zwischen dem 
primaren Offnungszustand der Stomata und dem Grad der Zunahme der 
Turgordehnung der Schliefzellen beim Einlegen in eine hypertonische 
Lisung eines bestimmten Plasmolytikums, hat Reuter (1943) dazu gefiihrt, 
cine quantitative Bestimmung der Permeabilitét der SchlieRzellen zu ver- 
suchen. Als Grundlage einer solchen Bestimmung legte Reuter bei ihren 
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Abb. 7. Beziehung zwischen den relativen Werten fiir die Zunahme der Turgor- 
dehnung und der Druckdifferenz. Auf der Abszisse sind die relativen Werte, auf 
der Ordinate die Werte der Druckdifferenz aufgetragen. 


Versuchen mit Vicia faba zunachst die Beziehung fest. die zwischen dem 
Turgorzustand der Schliefzellen und dem herrschenden Druckgefalle zwi- 
schen Zellsaft und Aufenlésung besteht. Bei den vorliegenden Versuchen 
wurde fiir Tradescantia viridis derselbe Weg eingeschlagen. Dabei wurden 
Schnitte von der Blattunterseite in abgestufte Traubenzuckerlésungen 
(0,05 — 0,10 — 0,15 — ... — 0,60 Mol) eingelegt und in jeder der verwen- 
deten Traubenzuckerkonzentrationen der Wert fiir den jeweiligen Span- 
nungszustand der SchlieBzellen ermittelt. Aus diesen Werten ist es in 
Ubereinstimmung mit den Versuchen Reuters méglich, eine Beziehung zwi- 
schen dem relativen Wert fiir die Zunahme der Turgordehnung (= Quotient 
aus dem Wert fiir die turgeszenie Zelle und dem Wert fiir die entspannie 
Zelle) und der Druckdifferenz zwischen Zellsaft und Aufenliésung herzu- 
stellen. Diese Beziehung zeigt in der Form, wie sie fiir Tradescantia viridis 
gefunden wurde, Abb. 7. Unter Zugrundelegung dieser Berechnungen lie® 
sich aus den obigen Kurven (Abb. 1—6) fiir die verschiedenen Stoffe die 
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Anderung der Druckdifferenz zwischen AuBenliésung und Zellsaft, die nach 
dem Einlegen in eine hypertonische Lésung als Folge der fortschreitenden 
Permeation des betreffenden Stoffes aufzufassen ist, fiir 10 Minuten er- 
mitteln. Tabelle 2 bringt die erhaltenen Ergebnisse, die eine gut verwert- 
bare Ergiainzung zu den oben gefundenen Kurven darstellen, wenn auch 
den auf diesem Weg gefundenen Werten, wie Reuter (1943) hervorgehoben 
hat, eine gewisse Ungenauigkeit immer anhaften wird, die vor allem be- 
dingt ist durch die Form der Schlielizellen. die Messungen sehr erschweren. 





Tabelle 2. 
hoher Feuchtigkeitsgrad | niederer _Feuchtigheitegrad 
Stoffe 45" bel. | 30m bel. | 60™ ak | 45= bel | 30™ bel. | 60™ bel. 
b’ ; 


a | | c 
2h 22 ol 2 mol 1 2 mol1 | 2 mol 1 


| 





Harnstoff. . . . | 0,11 | 0,05 0,11 0,05 0,07 | 0,05, 0,02 








| 0,04 0,05 | 0,04 0,03 | 0,04 
Glyzerin . . . . . | 0,04 0,04 | 0,05 | 0,04 | 0,04 | — | 0,04 | 0,04 | 0,04 | 0,07 | 0,04) — 
Urotropin . . . . | 0,08) 0,05 | 0,08 | 0,04 | | 0,06 | 0,04 | 0,06 | 0,08 | 0,06 | 0,05 | 0,05 | 0,04 
Sulfoharnstoff. . .) — | 0,06 — |0,05| — |0,05; — | 0,04) — /0,05' — | 0,04 
Methylharnstoff . . 0,06 | 0,09 | 0,15 | 0,10) 0,04 0,03 0,03 0,06 | 0,06 | 0,08 0,03 | 0,05 
Acetamid* . . . . | 0,22) 0,08 | 0,25 | 0,31 | 0,16 | 0,27 | 0,05, — | 0,07/0,19 0,29 | 0.44 


*) Die Permeabilitat ist fiir Acetamid sowohl fiir die SchlieBzellen als auch fiir 
die Nebenzellen auferst hoch. Hier bediirfen bei der quantitativen Bestimmung die 
erhaltenen Werte einer Erginzung durch die Beachtung der gesamten graphischen 
Darstellung der Zunahme der Turgordehnung (Abb. 6). 


Besprechung der Ergebnisse 
| s a 


Durch die vorliegenden Untersuchungen konnte neuerdings bestatigi 
werden, dal die Permeabilititseigenschaften des SchlieBzellenplasmas in 
den verschiedenen Offnungsphasen der Stomata deutliche Unterschiede 
zeigen. Bei offener Spalte zeigen die SchlieBzellen durchgehend fiir alle ver- 
wendeten Stoffe (Harnstoff, Glyzerin, Urotropin, Sulfoharnstoff, Methyl- 
harnstoff, Acetamid) eine erhéhte Durchlassigkeit. Die zahlreichen Beob- 
achtungen, die iiber die verschiedensten Veranderungen im Innern der 
SchlieBzellen wihrend des Offnungs- und SchlieBvorganges der Stomata 
vorliegen (Zusammenfassung bei Reuter 1949), lassen erkennen, dak die 
Spaltéffnungsbewegungen einen komplizierten Mechanismus darstellen, in 
dem die Permeabilitatsainderungen sicher nur einen Teilvorgang bilden. In letz- 
ier Zeit geht aus den Versuchen von Heath (1949) hervor, daft zu diesen Ver- 
iinderungen innerhalb der Schliefzellen bei den Offnungs- oder SchlieRbewe- 
gungen auch noch tagesrhythmische Erscheinungen dazu kommen diirften. 

Ob die bei den vorliegenden Versuchen festgestellten Permeabilitats- 
inderungen, die beim Offnen der Stomata unter dem Einflu& einer inten- 
siven Belichtung auftreten, durch eine direkte Wirkung des Lichtes auf das 
Plasma bedingt sind oder erst auf dem Umweg iiber eine komplizierte 
Reaktionskette (Scarth 1929, Biinning 1939, Liebig 1942) zustande 
kommen, miissen erst weitere Versuche zeigen. Orientierende Beobachtungen 
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mit UV-Lichtbestrahlung haben zwar eine Verminderung der Permeabilitit 
der SchlieRzellen gezeigt, doch bediirfen die daraus zu ziehenden Sdhliisse 
noch einer Bestiitigung durch Permeabilititsversuche, die die Wirkung an- 
derer Spektralbereiche auf die Durchlissigkeit des Schliefzellenplasmas 
festzustellen haben. 


Zusammenfassung 


Die vorliegenden Versuche, die mit Hilfe einer von Reuter (1943) aus- 
gearbeiteten Methode die Permeabilitatseigenschaften des Schliefizellenplas- 
mas von Tradescantia viridis priiften, brachten die folgenden Ergebnisse: 

1. Die Hohe der Durchlissigkeit des Schliefzellenplasmas ist in erster 
Linie abhangig von der Belichtung, wird aber auch vom Feuchtigkeitsgrad 
beeinflu&t. Maximale Permeabilitét finden wir bei der Verbindung von 
photoaktiver und hydroaktiver Offnungstendenz. 

2. In denjenigen Fallen, in denen die beiden Reaktionssysteme der 
Spaltéffnungsbewegungen nicht gleichsinnig, sondern gegensinnig verlaufen 
(photoaktives Offnen und hydroaktives Schliefen und umgekehrt), zeigen 
die Schlie&zellen verminderte Durchlassigkeit. 

3. Was die Art der permeierenden Stoffe anlangt, zeigen die Schlief- 
zellen: 

a) fiir Acetamid unter allen Versuchsbedingungen die héchste Perme- 
abilitat, 

b) fiir Glyzerin die geringste Durchlassigkeit, 

c) fiir alle iibrigen verwendeten Stoffe (Harnstoff, Urotropin, Sulfoharn- 
stoff, Methylharnstoff) ein mittleres Permeationsvermégen. 

Diese Untersuchungen wurden am pflanzenphysiologischen Institut der 
Universitat Wien ausgefiihrit, und ich méchte an dieser Stelle Frau Doz. 
Lotte Reuter aufrichtig fiir die Anregung und die Hilfsbereitschaft, die 
sie mir wahrend meiner Arbeit angedeihen lief, danken. 
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Der EinfluB von Ultraschallwellen auf die Entwicklung 

von Froscheiern und auf die Zellteilung der Eier des 

Pferdespulwurms mit besonderer Beriicksichtigung der 
Grenzflichenspannungen 


Von 


Walter Bejdl 


(Aus dem Histologisch-embryologischen Institut der Universitat Wien, 
Vorstand Prof. V. Patzelt) 


Erster Teil 
Untersuchungen an Froscheiern 


Mit 5 Textabbildungen 


(Eingelangt am 26. September 1950) 


Beschallungseinrichtung. 
Methodik. 
Beschreibung der Praparate: 
a) Beobachtungen wahrend der Beschallung. 


b) Feinere Beschreibung. 
c) Wirkungen an bereits ausgeschliipften Larven. 


Besprechung der Befunde: 
a) Grenzflaichen. 
b) Biologische Definition der Grenzflachen. 
c) Erklarung der Ultraschall-Wirkung. 
d) Verhialtnisse in der irreversiblen Phase. 
e) Verhalten in der reversiblen Phase. 


Ultraschallwellen, die als therapeutisches Mittel eine zunehmende An- 
wendung finden, sollen in den vorliegenden Untersuchungen auf die An- 
griffspunkte der einzelnen Energien untersucht werden, um in dem 
komplexen System des Organismus die Veranderungen der Bausteine auf- 
zuzeigen. Mdglicherweise kénnen dann durch eine genaue Definition der 
Indikationsgebiete und der Einwirkungsdauer Schadigungen vermieden 
werden und nur die im positiven Sinne wirkenden Krafte Anwendung fin- 
den. Das in diesem speziellen Fall gewahlte Untersuchungsobjekt, namlich 
die Eier und Larven der Rana temporaria und R. esculenta, soll zeigen, 
wie sich in Entwicklung begriffenes Gewebe diesen Einfliissen gegeniiber 
verhalt. Gerade an so reaktionsfahigen, in steter Teilung befindlichen Zellen 
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mit Grenzflaichen, die diese Vorgainge aktiv beeinflussen, lassen sich die 
Veranderungen besonders eindrucksvoll darlegen. Es wird zu diesem Zweck 
auch notwendig sein, den Begriff der biologisch aktiven Grenzflache mit 
ihren funktionsregulierenden Eigenschaften besonders zu priazisieren, da 
gerade an diesen Stellen, an welchen elektrische Ladungen und Konzen- 
trationspotentiale sowie eine normale physiologische Zusammensetzung von 
chemisch unveriinderten Eiweift- und Lipoidmolekiilen als Grundbedingung 
fiir den Ablauf von lebenswichtigen Vorgaingen gefordert werden miissen, 
Finfliisse besonders wirksam sein werden. Setzt nun an diesen Stellen eine 
Energie, ganz gleich, ob sie mechanisch, elektrisch, thermisch oder chemisch 
ist, an, so kann sie je nach Starke und Einwirkdauer férdernd oder hem- 
mend, ja sogar schadigend sein und gibt somit itiber den Wirkungsmechanis- 
mus, welcher ebenso komplex ist wie das System, an welchem er ansetzt, 


AufschluB. 


Beschallungseinrichtung 


Zur Beschallung wurde ein Sender des Physikalischen Institutes der 
Universitit Wien von Frau Prof. F. Seidl freundlichst zur Verfiigung 
gestellt, fiir welches Entgegenkommen ich meinen besten Dank ausspreche. 
Die intensiven mechanischen Schwingungen wurden mittels des umgekehr- 
ten piezoelektrischen Effektes erzeugt, wodurch eine Frequenz von 870 kHz 
bei 4 Watt pro Quadratzentimeter schwingendem Quarz erzielt wurde. Die 
Anordnung war folgendermafien: Der piezoelektrische Kristall, in unserem 
Fall also der Quarz, wurde in einem Olbad in ein hochfrequentes elektrisches 
Kraftfeld gebracht, wobei die Feldrichtung in einer piezoelektrischen Achse 
des Kristalles gelegen war; dadurch wurde der Kristall mittels elektrischer 
Schwingungen in seinem Aufbau dauernd Verdichtungen und Verdiinnungen 
unterzogen, welche dann sekundar als Eigenschwingungen des Quarzes iiber 
dem Hérbereich die Ultraschallwellen erzeugen. In diesem Olbad nun wurde 
eine am unteren Ende vollkommen plan geschliffene Eprouvette 1% cm 
oberhalb des schallaussendenden Quarzes befestigt. Die Kiihlung des sich 
dauernd durch die elektrischen Schwingungen einerseits und durch die 
Eigenschwingungen andererseits erwarmenden Quarzes wurde mittels einer 
in das Olbad eingebrachten Kiihlschlange erzeugt. Eine gleichmafige, der 
normalen des beschallten Organs entsprechende Temperatur wurde dadurch 
erzielt, dai die Eprouvette mit dem Beschallungsobjekt in kurzen Abstian- 
den — nicht langer als 2 Minuten fortlaufend — beschallt wurde, um da- 
zwischen mittels fliissiger Luft oder durch Einbringung in flieBendes Wasser 
eine Kiihlung vorzunehmen. Als Konirolle wurde ein Therapiesender der 
Firma F. Reiner der I. Universititsklinik fiir Ohren-, Nasen- und Hals- 
krankheiten (Prof. Schlander) mit einer Frequenz von 500kHz und 
3,15 Watt pro Quadratzentimeter verwendet, wofiir ich an dieser Stelle 
meinen besten Dank ausspreche. 


Methodik 


Als Beschallungsobjekt wurden der Laich der Rana temporaria und der 
R. esculenta sowie deren Larven in jungen Entwicklungsstadien verwendet. 
Die Beschallung erfolgte unter méglichst physiologischen Bedingungen, in- 














Der Einflu& von Ultraschallwellen 599 


dem die Froscheier dabei mit ihren Gallerthiillen im Teichwasser blieben- 
Sie wurden, mit 2 Sekunden beginnend, in steigender Dauer beschallt, wobei 
in jedem Fall unbeschallte Kontrollstadien unter gleichen Bedingungen 
zuriickbehalten wurden. Die beschallten Objekte sowie die Kontrollen 
kamen zu gleicher Zeit zur Fixierung in 10%igem Formol, die Entfernung 
der Gallerthiillen wurde vorschriftsmaftig (Romeis, Krause) durch- 
gefiihrt und anschlieRend die Celloidineinbettung vorgenommen. Gefarbt 
wurde mit Hamatoxylin-Eosin nach Pasini, nach Best und auferdem wurde 
die Nuklealreaktion nach Feulgen vorgenommen (Roulet). 


Beschreibung der Priiparate 


a) Schon 2 Minuten nach Beginn der Beschallung zeigten sich in der 
Gallerthiille sowie in der zwischen den Eiern befindlichen Fliissigkeit kleine, 
weife Blaschen, welche sich langsam gegen die Oberflache des beschallten 
Objektes bewegten, bis dieses mit einer weiffen schaumigen Schichte bedeckt 
war. Bei grober Kontrolle eines 5 Minuten beschallten Laiches lieften sich die 
einzelnen Eier nur mit Miihe voneinander trennen, die Gallerthiille war 
also noch intakt. Bei Lupenbetrachtung war an den stark pigmentierten Ge- 
bilden nichts Auffalliges zu bemerken. Etwaige in der Fliissigkeit vor- 
handene Griinalgen wurden aufgelést und die Gallerthiille sowie das Teich- 
wasser wurden dadurch griin gefarbt. Langer als 5 Minuten behandelter 
Laich zeigte aufer dem Auftreten der bereits beschriebenen Blaschen beim 
Ausgiefien aus der Eprouvette, daft die zuerst zusammenhangenden Eier 
nur noch von ihrer unmittelbaren Gallerthiille umgeben waren. Eine Trii- 
bung dieser Schichte oder ein Aufreiffen des Eies selbst und damit ein Aus- 
flieten des Inhaltes war nur sehr vereinzelt festzustellen und ist wahrschein- 
lich auf ein zu grobes Hantieren nach der Beschallung zuriickzufiihren. 

Das Auftreten der feinen, weifen, sich zur Oberflache bewegenden 
Blaschen beruht auf einer Austreibung der in der Fliissigkeit sowie in der 
Gallerthiille befindlichen Gasteilchen, die durch die Schallwellen ausgepreft 
werden und an die Oberflache gelangen (Bergmann). 

Langer als 8 Minuten behandelter Laich zeigte aufer der isolierten La- 
gerung der noch von ihrer eigenen Gallerthiille umgebenen Eier eine Trii- 
bung dieser Schichte mit teilweiser Verletzung des Eies selbst, wobei der 
dotterreiche Inhalt als triibe Masse zuerst in der Gallerthiille und nach 
kurzer Zeit auch in der umgebenden Fliissigkeit zu finden war. Waren 
innerhalb der Gallerthiille bereits die geformten Larven eingerollt sichtbar, 
die ohne auBere Einfliisse zeitweilig schlagende Bewegungen ausfiihrten, 
zeigten die Beobachtungen wahrend der Beschallung mittels einer Lupe, daft 
verschieden lange Beeinflussung durch Schallwellen den bereits lebenden 
und geformten Organismus zu schadigen vermégen. 

Bis zu 2 Minuten Einwirkungsdauer zeigt die Larve aufer einer Be- 
wegung, welche die ganze Fliissigkeit, durch die Schallwellen angeregt, mit- 
macht, keine Besonderheiten. Nach 5 Minuten dauernder Beschallung fallt 
auf, daf® die Larven innerhalb ihrer Gallerthiille langsame schlagende Be- 
wegungen ausfiihren. Wird nicht langer als 8 Minuten beschallt, stellen die 
sich dauernd bewegenden Larven nach einer Erholungszeit von 3 Minuten 
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die gesteigerten rhythmischen Bewegungen ein. Weiter behandelte Eier 
zeigen eine Triibung der Gallerte und, ein plétzliches Sistieren der Be- 
wegungen der Larven. 

Ich habe nun versucht, beschallte Kier und Larven weiterzuziichten, um 
etwaige auftretende Mifbildungen oder Hemmungen festzustellen und durch 
den Sitz die besonderen Angriffspunkte, des Ultraschalls am embryonalen 
Gewebe zu bestimmen. In Gastrulation befindliche Eier konnten noch nach 
3 Minuten Beschallung unter gleichen Veghilinissen wie unbeschallte Stadien 
aufgezogen werden. Linger als 5 Minuten beschallte Gastrulastadien zeigen 
eine leichte Triibung der Gallerthiille und lassen sich nicht weiterentwickeln. 
Entwicklungsstadien, die iiber die Gastrulation hinaus waren, konnte ich 
dann in keinem Fall mehr zum Ausschliipfen bringen. Ein sicheres Zeichen 
fiir das Absterben wahrend oder kurz nath Beschallung war eine Triibung 
der die Eier unmittelbar umgebenden Gallerte. Jiingere Stadien konnten 
ebenfalls nicht zum Ausschliipfen gebracht werden, da, wie noch weiter 
gezeigt wird, die dotterreichen Zellen durch den Ultraschall viel starker ge- 
schiidigt werden als bereits weiter differenzierte. 

Ausgeschliipfte Larven habe ich ebenfalls in verschiedenen Stadien be- 
schallt und je nach dem Reifegrad eine differente Empfindlichkeit gegen- 
iiber iuReren Einfliissen feststellen kénnen. 

Ganz kurz nach dem Ausschliipfen beschallte, sich erst ganz langsam und 
trage bewegende Larven sind bereits nach 5 Sekunden bewegungslos, sie 
erholen sich auch nach langer Wartezeit nidit mehr. Ein bis zwei Tage nach 
dem Ausschliipfen behandelte Larven zeigen nach den ersten 5 Sekunden 
eine besonders rasche Wirbelbewegung mit den Schwanzen, wobei auferdem 
noch der ganze K6rper rhythmisch eingebogen und wieder ausgestreckt wird. 
Ich habe bei genauer Beobachtung in 5 Sekunden neun solche Bewegungen 
feststellen kénnen. 10 Sekunden fortlaufend beschallte Larven stellen plétz- 
lich diese Bewegungen ein, fallen zuerst zu Boden, von dem sie jedoch wieder 
durch die Kraft der Schallwellen an die Oberflache gewirbelt werden. Die 
toten Larven sind dann ganz ausgesireckt’ in der umgebenden Fliissigkeit 
zu finden. 

Aus dieser groben Beschreibung ist zu ersehen, da noch nicht aus- 
geschliipfte Larven oder auch noch in Entwicklung begriffene Eier gegen 
Ultraschalleinfliisse widerstandsfihiger sind als bereits frei bewegliche. Der 
Grund mag wohl darin zu suchen sein, daft die Gallerthiillen mit ihren 
grofen Molekiilen einen starken Schutz gegen die Einfliisse des Ultraschalles 
bieten. Die Serienschnitte liefen die verschiedene Empfindlichkeit und die 
Angriffspunkte an den bereits differenzierten Geweben deutlich hervor- 
treten. 


b) Bis zu einer Beschallungszeit von 2 Minuten ist an den in Gastrulation 
befindlichen Eiern noch keine Dislokation der Zellen zu bemerken. Die 
oberflachliche Lage laft nur eine besonders starke Pigmentation erkennen. 
Die Kerne sind noch deutlich rund, zeigen jedoch im Inneren Veranderungen 
der chromatischen Substanzen. Zuerst sind nur ganz feine Granula zu fin- 
den, die immer gréfer werden, sich zu grofen Klumpen zusammenlegen 
und bizarre Formen annehmen. Die grofen dotterreichen Zellen sind teil- 
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weise aufgerissen und es lassen sich iiberall Dotterplatichen nachweisen. Im 
Zelleib ist eine feine Granulierung zu bemerken und in den der Oberfliche 
niher gelegenen Zonen der Zelle ist eine Vakuolisierung zu sehen, wobei 
sich der Kern meist etwas an den Rand der Zelle schiebt. 

5 Minuten Beschallung des gleichen Stadiums laft eine Verstirkung der 
oben beschriebenen Befunde erkennen; die Zellen sind gréftenteils auf- 
gerissen, der Inhalt mit der verstiirkten Pigmentation ist zwischen ihnen zu 
finden. Die Kerne erscheinen jetzt iiberall homogen, nach Pasini gefarbt 
blau und an vielen Stellen 
entrundet; sie zeigen also 

Schrumpfungserscheinun- 
gen. Die  oberflachlichen 
Schichten weisen jetzt be- 
reits eine starke Beeinflus- 
sung durch die Schallwellen 
auf, die sich in gleichen Ver- 
anderungen am Kern und an 
den Plasmamassen Adufern. 
Die Zellen des Dotters sind 
zu einer nicht zu differen- 
zierenden Masse verschmol- 


F; * © ye. ans . 
° ‘ 8 & +e “ape 
zen, in deren Spalten sich [eRe 

Reste von Kernen und 
Plasma befinden. Auffallig 


ist auferdem noch die Ver- 
teilung des Pigmentes in 





Abb. 1. Obj, 45x Ok. 8X, beide Reichert, 
: VergréRerung 460:1, Romeiskamera. 10 Mi- 
den restlichen Zellen. In ‘sali sandal Dotter, 870kHz, 4 Watt/cm?. 
einer _friiheren Arbeit Die Makromeren sind zu einer homogenen 
(Bejdl) wurde an der Le- Masse verschmolzen, worin noch dunkle Reste 
berzelle nach der Beschal- von Kernen unregelmaftig verteilt sichtbar sind. 
lung eine Verteilung des Die ovalen hellen Gebilde sind Dotterplattchen. 
Glykogens nachgewiesen, 

die einer Verschwemmung sehr ahnlich war. Es lag das rotgefairbte Glykogen 
an den Kanten der Zellen, wobei eine Gesetzmafigkeit nachweisbar war. 
Dasselbe zeigt sich hier in der Verteilung des Pigmentes. Die braunen 
Massen sind fast ausschlieBlich an den Kanten der Zelle gelegen, die der 
Oberflaiche am nachsten liegen. 

In einem spateren Stadium liefen die noch innerhalb der Gallerthiille 
gelegenen, bereits differenzierten Larven von einer Lange von 4mm Unter- 
schiede in der Empfindlichkeit gegeniiber Ultraschall erkennen, wobei auch 
Schadigungsunterschiede zwischen bereits differenzierten Zellen und den 
Resten des Dotters nachweisbar waren. Der deutlich von den sich differen- 
zierenden Zellen abgegrenzte Dotter wird ebenso wie in den friiheren Ent- 
wicklungsstadien beeinflu&t und ist nach 10 Minuten Beschallung zu einer 
vollkommen homogenen Masse verschmolzen (Abb. 1). Die Kerne sind nur 
noch vereinzelt als Reste sichtbar, wobei diese Residuen grobe, tief greifende 
Schadigungen zeigen. Im Innern der Kernsubstanz scheint es zu einer Ver- 
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fliissigung gekommen zu sein, da nun keinerlei Strukturen oder Granu- 
lationen mehr sichtbar sind; ebenso ist die Form verandert, der Kern ist um 
vieles gréfRer, also stark gequollen und bereits vereinzelt aufgerissen. Die 
iibrigen Zellen, die einen epithelialen Verband bilden, also bereits in einer 
Richtung ausdifferenziert sind, zeigen nach so langer Beschallung Veriin- 





Abb. 2.. Obj. Zeif-Ol-Immersion 4/12 Zoll, 
Ok. 12X Reichert, Vergréferung 1300: 1, 
Romeiskamera. Froschlarve 5 Sekunden 
beschallt. 870kHz, 4 Watt/em*. Die Ab- 
bildung zeigt das Zytoplasma von Zellen 
der Augenanlage mit vielen verschieden 
grofen, deutlich begrenzten . Vakuolen 
iibersat, wodurch ein schaumiges Aussehen 
entsteht. Die Kerne sind insofern ver- 
andert, als sie eine besonders deutliche 
Kernmembran besitzen oder an manchen 
Stellen bereits aufgerissen erscheinen. 


derungen an den chromatischen 
sowie an den Substanzen, die dem 
Zytoplasma angehéren. Die Zel- 
len sind gro® und gequollen, teil- 
weise aufgerissen oder deformiert. 
Auch in jenen Zellen, die in den 
Konitrollpraparaten kein Pigment 
enthalten, sind grofe Pigment- 
kérner nachweisbar, die ebenso, 
wie oben beschrieben wurde, nur 
an einer Kante gelegen sind, so 
da® ein Bild entsteht. welches der 
erwahnten Verschwemmung sehr 
ihnlich sieht. Die Mesenchymzellen 
sind deutlich aus dem Verbande ge- 
bracht, mit ihren Auslaufern ab- 
gerissen, so daf zwischen ihnen 
grofe Spalten nachweisbar sind. 
Die Kerne dieser Zellen sind nach 
10 Minuten ebenfalls stark verin- 
dert, doch lassen sich in den Scha- 
digungen Unterschiede gegeniiber 
den Veranderungen der Dotter- 
zellen nachweisen. Diese wasser- 
reichen Mesenchymzellen werden 
leicht’ von den Wirkungen der 
Schallwellen erfaft und schrump- 
fen zuerst. Die Dotterzellen quel- 
len im ersten Stadium. Ebenso 
verhalt sich das Plasma, in welchem 
groBe Vakuolen aufireten, die zu- 
sammenfliefen und jenes auf einen 
schmalen Raum zusammendriicken. 


c) Bei den bereits aus den Gallerthiillen ausgeschliipften beweglichen 
Larven zeigt sich nach der Ultrabeschallung, da Dotterzellen und in Dif- 
ferenzierung begriffenes Gewebe gegeniiber Ultraschall verschieden emp- 


findlich sind. 


Lebende und sich bewegende Larven in Teichwasser 1 Minute beschallt, 
zeigen, daft der nun bereits deutlich gegen das andere in Differenzierung 
begriffene Gewebe abgegrenzte Dotter, welcher auferdem hochgradig an 
Volumen abgenommen hat, an der Stelle besonders von den Schallwellen 


angegriffen wird, wo er der Oberflache nahe liegt. Die Stellen, welche dem 












Inneren des Larvenkérpers naher sind, werden nur wenig veriandert. Es 
lassen sich dadurch fliefende Veranderungen an den Stérungsstellen beob- 
achten, da die Halbwertsschichten von selbst die Frequenz sowie die Span- 
nung der eindringenden Schallwellen regeln. 

Der durch die Hamatoxylin-Eosin-Farbung rétlich dargestellte Dotter 
zeigt an der Oberfliche aufgerissene Zellen mit Kernfragmenten, die sich 
mit Hamatoxylin-Eosin hellblau darstellen lassen, wobei die Rander ver- 


waschen und ebenso der Inhalt 
undeutlich triib erscheint. Gra- 
nula als Reste der chromatischen 
Substanzen sind an keiner Stelle 
nachweisbar. Nach Pasini gefarbt, 
erscheinen die Kerne ebenfalls 
blau oder an manchen Stellen 
leicht violett, zum Unterschied 
von den normalen roten. Uberall 
zwischen und in den Dotterzellen 
sind in reichem Mafe rot gefarbte 
Dotterplattchen nachweisbar, die 
an manchen Stellen auch aufer- 
halb der Dottermasse in dem sich 
bereits differenzierenden Ge- 
webe sichtbar sind. 

Die Mesodermzellen zeigen bei 
schwacher Vergréferung eine be- 
sonders starke Pigmentation, wo- 
bei das Pigment in diesen Zellen 
diffus verteilt erscheint. Nicht be- 
schallte Larven vom selben Laich- 
ballen zeigen an keiner Stelle 
auch nur eine Spur von diesen 
braunen Pigmentkérnchen. Das 
Plasma ist an vielen Stellen auf- 
gerissen und stark vakuolisiert. 
Bei genauer Betrachtung der 
Plasmaveranderungen ist ganz 
deutlich das stufenweise Ein- 


dringen der Schallwellen in diese Substanzen feststellbar. Das zuerst homo- 
gene Plasma wird verschieden farbbar, was sich in dunkleren und helleren 
Stellen ausdriickt, die bei weiterer Einwirkung der Schallwellen gréfer und 
deutlicher gegen das normale Zytoplasma abgegrenzt erscheinen; weiterhin 
cinerseits bis zur eklatant abtétenden Schadigung, andererseits reversible, 
verschwinden dann die dunklen Stellen und es treten erst kleine, dann 
immer groéer werdende Vakuolen auf (Abb. 2).. Die Kerne sind nach 1 Mi- 
nute Einwirkungsdauer noch nicht so hochgradig verandert wie das Plasma. 
Sie erscheinen jedoch sehr hell und vollkommen homogen, die Grenze zwi- 
schen Plasma und Kernsubstanz ist besonders scharf und gut sichtbar 
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Abb. 3. Obj. Zeif-Gl-Immersion */12 Zoll, 
Ok. 12 Reichert, Vergréferung 1300: 1, 
Romeiskamera. Augenanlage von Frosch- 
larven 1 Minute beschallt, 870 kHz, 
4 Watt/cm?. Deutlich grofe, helle, gequollene 
Kerne, die in ihrem Innern bereits feine, 
helle Areale als Entmischungserscheinungen 
mit feinen Granula erkennen lassen. 


42+ 
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(Abb. 3). Die Riickenmarkanlage, und zwar besonders die Mantelzone, zeigt, 
wie in den Zellen des mittleren Keimblattes, an Stellen, wo sonst keines 
vorhanden ist, viel dunkelbraunes Pigment, diffus in der ganzen Schichte 
verteilt. Das Plasma der Zellen ist ebenfalls stark vakuolisiert und hell. Der 
Kern ist mit verklumpten Chromatinballen erfiillt, welche in bizarren 
Brocken innerhalb der an manchen Stellen geschrumpften Kernoberflache 
liegen. Teilweise sind die Kerne auch ganz homogen und lassen keinerlei 
Struktur erkennen. 


Der Randschleier, welcher in diesem Stadium schon breit sichtbar ist, 
weist grofe Spalten auf und ist teilweise aufgerissen. 

Die deutlich segmental angeordnete quergestreifte Muskulatur zeigt eine 
grobe Dislokation der ganzen Fasern, die nur an den segmentalen Randern 
noch eng aneinander- 
schlieRen, sich also in 
normaler Lagerung be- 
finden. An den Fasern 
selbst ist an keiner 
Stelle mehr eine Quer- 
streifung zu erkennen; 
sie sind heller als nor- 
mal, die Rander etwas 
unscharf. Die Kerne 
der Muskulatur sind 
gro8, stark gequollen 
und besitzen nur an 
; . ' wenigen Stellen ein 
Abb. 4. Obj. 4x, Ok. 5X, beide Reichert, Vergréfe-  qeniliches Kernkérper- 
rung 28:1, Romeiskamera. Froschlarven beschallt 1 Mi- in Mites ee; 
nute, 870 kHz, 4 Watt/em®. Die Skelettmuskulatur lat Liciaeilh teh teal 
deutlich an den Segmentansatzstellen breite, pigmen- yeast sates citer” 
tierte Streifen erkennen. Die Fasern sind teilweise dis- ‘ie an den segmenta- 
loziert. Der Dotter ist aufgerissen und zu einer homo- len Ansaizstellen der 

genen Masse verschmolzen. Muskulatur reichliche 
Pigmentation, die als 

breites Band quer zur Verlaufsrichtung und gegen die Mitte der Segmente, 
der Muskelbauche also, wieder abnimmt (Abb. 4). In der Mitte ist die Mus- 


kulatur unpigmentiert. 





Die in der Mitte des Schwanzes verlaufende Corda dorsalis mit den gro- 
fen blasigen, wasserreichen Zellen zeigt ebenfalls schwere Veranderungen. 
Die Zellen sind an vielen Stellen aufgerissen und teilweise geschrumpft, wie 
in der Abbildung 4 ebenfalls zu sehen ist. Kerne sind nur vereinzelt sichtbar, 
sie farben sich nach Pasini hellblau homogen. 

Durch die serienmafige Beschallung lassen sich nun flieRende Ubergiinge 
einerseits bis zur eklatant abténenden Schadigung, andererseits reversible, 
leichte St6rungen erzielen. 

Gleiche Stadien, wie bereits beschrieben, habe ich auch 30 Sekunden be- 
schallt und, wie noch weiter zu sehen sein wird, dabei zeigen kénnen, daf 
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die oben angegebenen Veranderungen ultraschallbedingt sind. Der Dotter 
ist in diesen Entwicklungsstadien deutlich sichtbar. Die Zellen sind von- 
einander abgrenzbar, in jeder Zelle ist ein Kern sichtbar, welcher jedoch in 
seinem Inneren bizarre Klumpen als Veranderungen an den chromatischen 
Substanzen zeigt. Dotterplattchen sind iiberall zu sehen. Die Zellen des 
Mesoderms sind auch bei dieser kurzen Ultrabeschallung stark aus dem Ver- 
band gebracht, ebenso zeigen die Kerne Veranderungen der chromatischen 
Substanzen, die eckige Klumpen bilden (Abb. 5). Die Zellen der Mantelzone 
und des Randschleiers wei- 
sen aufer einer starken Pig- 
mentation keinerlei Beson- 
derheiten auf. Der Rand- 
schleier ist nicht oder nur an 
wenigen Stellen aufgerissen 
und bietet sonst ein nor- 
males Bild. 15, 10 und 5 Se- 
kunden _ beschallte Larven 
lassen die erwahnien flie- 
Benden Ubergange zu den 
nicht veranderten normalen 
Stadien erkennen. Die Dot- 
terzellen sind nicht mehr 
aufgerissen, auch lassen sich 
die Kerne mit Sicherheit 
voneinander differenzieren 
und haben die gleiche Struk- Abb. 5. Obj. Zeif-Ol-Immersion ‘/:2 Zoll, 
tur wie in den Kontroll- Ok- 12X Reichert, Vergréferung 1300:1, Romeis- 
kamera. Mesodermzellen von  Froschlarven 
: 10 Sekunden beschallt, 870kHz, 4 Watt/em?. In 
sten ist an den Mesoderm- d en tities 2 sind bereit il 

; a en grofen, hellen Kernen sind bereits an allen 
zellen eine Verdnderung Stellen deutlich Verklumpungen der chromati- 
nachweisbar. Bei 10 Sekun-  gchen Substanzen festzustellen. Die Kernober- 
den Einwirkungsdauer sind  flachen sind an vielen Stellen aufgerissen und 
sie noch aufgerissen und das die Kernkérperchen sind vergréfert und unregel- 
Plasma ist kérnig und va- maRig gestaltet. 
kuolig. Die Kerne sind auch 
bei den noch vollkommen normal erscheinenden Zellen nach Pasinifarbung 
blau und nicht rot, woriiber noch spater gesprochen wird. An der Pigmen- 
tation der Muskulatur zeigt sich, daf die braunen Kérnchen immer schmilere 
Zonen an den Ansatzstellen bilden und bei 5 Sekunden Einwirkungsdauer 
noch nicht nachweisbar sind. 5 Sekunden Beschallungszeit tétet zwar bereits 
lebende Larven ab, bewirkt aber keine manifesten Veranderungen am 
Plasma und an den Kernen. 

Die Feulgensche Nuklealreaktion zeigt, daf bei steigender Beschallungs- 
zeit die Farbintensitat abnimmt. Durch diese zytochemische Reaktion ist 
weiters nachweisbar, dai Feulgen-positive Substanzen bei Kernschadigungen 
auch im Plasma vorhanden sind, was einen Ubertritt von Kernsubstanzen in 
das Plasma beweist. 





praparaten. Am deutlich- 
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Besprechung der Befunde 


Aus der Beschreibung der Praparate ist deutlich ersichtlich, dak die 
Thymonukleinsaéure mit steigender Beschallungsdauer im tierischen Zell- 
kern abnimmt. Die Kerne erscheinen bei 1 Minute Beschallung nur mehr 
bla hellrosa, waihrend sie nach 30 Sekunden intensiv gefiarbt sind; 5 Se- 
kunden zeigt normale Nukleinsaureverhiltnisse. 

Wie nun Caspersson (1936) bereits angibt, ist mittels der Feulgenschen 
Reaktion nachzuweisen, daft sich die Thymonukleinsaure in der tierischen 
Zelle universell am Aufbau der Kerne beteiligt. Diese Nukleinsaure ist an 
Eiweif’ gebunden und bildet mit diesem die Bausteine des Kernes. Kiister 
gibt nun an, daff diese leicht farbbaren chromatischen Substanzen jedoch 
nicht in allen Kernen sichtbar sind, und unterscheidet darnach drei Arten: 
optisch leer erscheinende, andere, die in relativ weiten Abstinden einige 
Chromatinkérnchen besitzen, und weiters Kerne, die ger.iezu kérnig er- 
scheinen. Auch die optisch leer erscheinenden Kerne lassen bei bestimmter 
Behandlung Chromosomenbestandteile erkennen, die jedoch im natiirlichen 
Zustand das gleiche Brechungsvermégen wie ihre Umgebung besitzen und 
dadurch nicht sichtbar sind (Kiister). Diese jeweiligen Zustainde der Kerne 
bringt jedoch Shinke mit dem Hydratationszustand in Bezichung, welcher 
sicherlich durch die Ultraschallbehandlung beeinflu®t wird; es kommt, wie 
in einer friiheren Arbeit gezeigt werden konnte, zu Dehydratationen 
(Bejdl). Diese Dehydratationen fiihren zu Verainderungen der Teilchen- 
gréRe des kolloidalen Zustandes, von dem wieder die optischen Eigenschaften 
der einzelnen Substanzen abhangen. Méglicherweise sind dies die Griinde, 
warum die Kerne bei einer Beschallungsdauer, die nicht den Tod der Zelle 
zur Folge hat, strukturlos und homogen erscheinen. Je kiirzer namlich be- 
schallt wird, um so mehr treten die Strukturen hervor. Es ist auch noch 
ein anderer Grund dafiir veraniwortlich zu machen. Es farben sich namlich 
die Nukleoproteide nach Caspersson innerhalb eines pH-Bereiches von 
2—10, also vom ganz sauren bis ins alkalische Milieu, basophil. Die Eiweif- 
bausteine jedoch, die mit der Thymonukleinsiure verbunden die Nukleo- 
proteide aufbauen, farben sich, da sie amphotere Elektrolyte sind, abhangig 
vom pH. Auch noch so kleine Mengen von Eiweifmolekiilen, die nun nicht 
an die Nukleinsiure gebunden sind, maskieren vollkommen den ganzen 
Baustein und farben sich wie Eiweifkérper. Somit wird die Reaktion durch 
chemische Verinderungen der Nukleoproteide verschleiert. Durch den Ultra- 
schall werden nun, wie vielerorts nachgewiesen wurde (Lehmann, Fin- 
sterwaldner, Stuhlfaut), das Eiweifmolekiil sowie die Eiweibketten, 
die den Kern und das Plasma aufbauen, verandert. Die Ketten von Mole- 
kiilen sind von einem Lésungsmittel einer anderen kolloidalen Phase um- 
geben, und wie G. Schmid angibt, ist dieses Gelgeriist der Angriffspunkt 
der Schallwellen. Es ist gegen kurze SchallstéRe relativ steif und leitet die 
Schallimpulse mit eigener, gegen die Schallwellen verschiedener Geschwin- 
digkeit weiter. In der anderen Phase werden Schallwellen ebenfalls mit 
einer differenten Geschwindigkeit beférdert. Diese in jedem Medium spezi- 
fische Weiterbeférderung von Schwingungen heii Relativbewegung 
(Schmid, Bergmann). Durch sie werden Reibungskriafte frei, die nach 
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Untersuchungen von Schmid und Bergmann in der Tat ausreichen, aus 
diesen Ketten von Makromolekiilen Teile auszusprengen und dadureh den 
ganzen Zusammenhang zu stéren. Auch das pH wird nun, wie A. Stolz 
und G. Seydel nachgewiesen haben, geandert, wobei es zu einer deutlichen 
Alkalisierung kommt. Weiters wird sicherlich durch die von Beuthe nach- 
gewiesenen Phinomene, die chemischer und elektrischer Natur sind, das pH 
des ganzen Systems geandert. Beuthe stellt fest, daf in einem wasserigen 
Milieu, und um ein solches handelt es sich im menschlichen Kérper ja iiberall, 
durch den Ultraschall Wasserstoffsuperoxyd entsteht. 

Es erhebt sich nun die Frage nach den Kriaften und den Angriffspunkten 
fiir diese Energien im menschlichen Koérper. Die Untersuchungen von 
Beuthe haben auch dariiber Auskunft gegeben: Er stellt im Modellversuch 
fest, daf{ an einer Grenzflache durch die wirbelnden Bewegungen des Ultra- 
schalls, durch Auftreten elektrischer Stréme, Molekiile ionisiert werden, die 
dann wieder ihrerseits alle chemischen Reaktionen beeinflussen und aufer- 
dem die Wasserstoffsuperoxydbildung bewerkstelligen. Da nun die Grenz- 
flachenfunktionen im menschlichen KOorper iiberall vorhanden sind und eine 
grofe Rolle im Ablauf des Lebens spielen, konnen diese Erfahrungen auch 
auf unsere Organe Anwendung finden. Viele von Bergmann, Schmid, 
Johnson und Olson angestellte Versuche haben die Richtigkeit dieser An- 
gaben bestatigt. 

Welches sind nun die Grenzflaichen, an denen durch Ultraschall bedingt 
Wirbelbewegungen auftreten, und was verstehen wir in der Biologie unter 
Grenzflache? 


Grenzflachen 


Rein physikalisch betrachtet, handelt es sich um das Aneinanderstofen 
von Molekeln verschiedenen Energiegehaltes, wobei an der Grenze der 
jeweiligen Phase eine elektrische Spannung auftritt, deren Starke vom Zu- 
siand der beiden angrenzenden Phasen abhangig ist (Eggert). Diese an 
toilen Phasengrenzflachen auftretenden elektrischen Spannungen werden 
jedoch erst dann besondere Bedeutung erlangen, wenn die raumliche Aus- 
dehnung der Molekel mit dem verschiedenen Energiegehalt méglichst grok 
ist, da sonst die Wanderung der einzelnen Molekiile, die die Spannungs- 
differenzen ausgleichen wollen, bald abgeschlossen sein wird und ein elek- 
trisches Gleichgewicht jede weitere Bewegung und damit jede weitere Grenz- 
flichenwirkung aufhebt. Eggert gibt nun an, daft besonders bei der kol- 
loidalen Verteilung von zwei aneinanderstofenden Phasen die Spannung 
erstens durch die betrachtliche Oberflachenvergréferung der Kolloide und 
zweitens durch die raumliche Ausdehnung der Phase besonders wirksam ge- 
staltet wird. 

Die physikalischen Erscheinungen an diesen aneinandersiofenden Phasen 
sind unter anderem von Ep pinger kurz dargestellt worden: ,,Es sucht das 
raschere Ion gegen oder in die Lésung des langsameren Ions vorzudringen 
und driickt diesem dort seine eigene Ladung auf.“ Ist der Zustand erreicht, 
daft keine Wanderung, wie oben angegeben, mehr stattfindet, hat sich der 
Gleichgewichtszustand eingestellt und es besteht keine Grenzflache mehr. 
Anderungen an Grenzflaichenwirkungen lassen sich also, wie auch die physi- 
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kalischen und chemischen Untersuchungen gezeigt haben, durch Anderung 
der ionalen Verhaltnisse auf der einen oder anderen Seite der Grenzflache 
abwandeln. Das kann zum Beispiel durch Zusatz chemisch aktiver Stoffe 
(Salze, Toxine, Medikamente, Farbstoffe) geschehen. Ich habe diesen Mecha- 
nismus am Blut studiert. Im normalen Zustand ist zwischen Blutplasma und 
Erythrozyten eine biologische Grenzschichte, die die Suspension der korpus- 
kularen Elemente im fliissigen Medium bestimmt. Kommt nun ein Medika- 
ment oder Toxin in die Blutbahn, so kann durch die Senkungsreaktion 
deutlich die Anderung der elektrischen Eigenschaft der fliissigen wie auch 
der festen Bestandteile demonstriert werden. Im anderen Fall, bei der Be- 
schallung des Blutes, wird die Ladung nicht durch Einbringung aktiver 
Stoffe veraindert, sondern es wird das ionisierte Molekiil, welches der Trager 
der Grenzflachenfunktion ist, veriindert, indem eine Dehydratation zustande 
kommt. Im Modellversuch hat Eggert dieses Phinomen der Entladung 
oder Umladung von Teilchen feststellen kénnen. Die geinderte Wanderung 
der nun verschieden geladenen Teilchen hat ultramikroskopisch The Sved- 
berg (1907) feststellen kénnen. Wodurch kommt aber iiberhaupt die 
Ladung der Teilchen zustande, welche hier in verschiedenen Phasen anein- 
andergrenzen? Es sind dafiir drei Méglichkeiten von Eggert angegeben 
worden: 1. der Ionenzerfall, 2. die Reibungselektrizitaét und 3. die Ionen- 
adsorption. Im biologischen Geschehen werden sicherlich alle Méglichkeiten 
ausgeschépft, in diesem speziellen Fall — Ultraschall — wird aber méglicher- 
weise die Reibungselektrizitét in der Hauptsache zur Geltung kommen. 

Coehn erklart die Ladung der Kolloide mit geringer elektrolytischer Dis- 
soziation als Folge der Reibung durch die Brownsche Molekularbewegung. 
Diese Erklarung will Coehn so verstanden wissen, daft es sich nicht um 
eine Aufladung von Atomen zu Ionen handelt, sondern um einen Vorgang, 
bei welchem durch von aufen kommende Krafte Elektronen aus dem Atom 
entfernt werden und damit die Ladung des Teilchens verandert wird. Unter 
auReren Kraften ist dabei auch eine chemische Reaktion, eine Umsetzung 
eines Stoffes in einen anderen gemeint, also Vorgange, die dauernd im 
menschlichen Koérper vor sich gehen. Eppinger schreibt auch zu diesem 
Problem, daf nach dem Tode das allgemeine Nivellierungsgesetz eintritt und 
alle jene Vorgiinge, die sich an den Phasengrenzen abspielen, aufhebt, wobei 
es zu einem Ausgleich der Spannungen und zum Schwinden der Grenz- 
flachenpotentiale kommt. 

Wir kommen nun zuriick zu dem Problem, welches eingangs angeschnitten 
wurde, was also im biologischen Sinne als Grenzflache zu bezeichnen ist 
und woher die Spannungsunterschiede kommen, die an den lebenden Scheide- 
wanden auftreten. 

Die Bausteine, die die Grenzflaichen zwischen den Zellen und Geweben 
formen, sind vornehmlich Eiweifkorper, die, wie Ep pinger und A. Frey 
angeben, zumeist mit Lipoiden und anderen Stoffen gekoppelt, zu Ketten 
und Neizen in allen Richtungen des Raumes oder parallel zu Stabchen an- 
geordnet sind. Die Spannung der Grenzflache ist abhaingig von der jeweili- 
gen Konzentration an Elektrolyten in beiden aneinanderstoRenden Phasen 
(Eppinger, Eggert, Kohlrausch u. v. a.). Da® solche Konzentrations- 
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unterschiede in Geweben tatsachlich vorhanden sind, ist langst erwiesen. So 
ergibt sich unter anderem aus einer Tabelle Eppingers, da Kalitum im 
Blut und in der Interzellularfliissigkeit in einer Konzentration von 20 Milli- 
gramm/Prozent vorhanden ist, in der Parenchymzelle hingegen von 200 bis 
300 Milligramm/Prozent. 

Es ist A. Frey gelungen, die angefiihrten Elemente in den Grenzflachen 
nachzuweisen. Es handelt sich tatsachlich um die gleichen Baustoffe, die sich 
in der Zelle vorfinden, jedoch konnte Frey mit Hilfe optischer Analysen 
zeigen, daft ihre Anordnung eine verschiedene ist. Es verhalt sich zum Bei- 
spiel das Zytoplasma isotrop, die Grenzflache anisotrop. Die dieser optischen 
Erscheinung zugrunde liegende submikroskopische Struktur der Grenzflache 
muf offenbar mit den dauernden Umsetzungen von Stoffen, die sich dort 
voliziehen, in Einklang gebracht werden. 

Dak diese besonderen biologischen, im Gegensatz zu toten Grenzflachen 
nicht nur dem Ausgleich, sondern in erster Linie der Aufrechterhaltung der 
Potentialdifferenzen dienen, versteht sich von selbst, denn sonst wiirde nach 
dem Nivellierungsgesetz von Ep pinger das Leben erléschen. 

Dak nach Frey die Stoffe, welche biologische Grenzflachen bilden, eine 
besondere submikroskopische Struktur haben, ergibt Anlaf, auch auf den 
vielfach gebrauchten Begriff der Membran einzugehen. Bekanntlich geht eine 
strittige Frage darum, ob die Erythrozyten von einer Membran umgeben 
sind oder ob es sich dort, wo eine solche histologisch dargestellt wird, nur um 
ein Artefakt handelt. Die von vielen angenommene morphologische Mem- 
bran kann im Sinne einer Verdickung und Umsetzung des Stromas ange- 
sprochen werden. 

Die Bausteine werden an der Oberflache des roten Blutkérperchens durch 
die differenten angrenzenden Phasen — Plasma und Erythrozytenstroma — 
beeinflu#t und zu einer Grenzschichte im biologischen Sinne, aber nicht zu 
einer festen Membran. Die Lagerung der zelleigenen Bausteine erméglicht 
dann ein physiologisches Zusammenwirken sowie die Durchlassigkeit fiir 
verschiedene Stoffe. Wiirde es sich um eine direkte, mechanisch zu lésende 
Membran handeln, kénnte die Durchgaingigkeit vom Zellinneren oder von 
der Umgebung nicht in gleicher Weise reguliert werden, da es sich um ein 
starres System handeln wiirde. Die Erscheinungen, welche von den gleichen 
Untersuchern nach Absterben der Erythrozyten oder nach Entfernung aus 
dem Blutplasma festgestellt wurden, beruhen darauf, daf& die Wirkung der 
einen Phase ausgeschaltet wurde, die den Aggregatzustand der Grenzschichte 
gemeinsam mit der anderen Phase beeinfluft. Nach Ulirabeschallung von 
Blut konnte auch tatsadchlich fesigestellt werden, daft durch eine Anderung 
der kolloidalen Beschaffenheit in beiden Phasen die Grenzschichte insuffi- 
zient wird und eine Hamolyse eintritt, welche wohl in diesem Sinne zu 
deuten ist. Beim Ultraschall tritt dann noch eine zweite Komponente hinzu, 
namlich die Verainderungen an den Bausteinen selbst. 


Biologische Definition der Grenzflache 


Die biologisch aktive Grenzschichte ist gekennzeichnet durch eine ideale 
Anordnung ihrer Bausteine, deren Eigenschaften die Spannungsdifferenzen 
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zwischen zwei angrenzenden Phasen nicht zum Ausgleich kommen lassen. 
Sie ist nur fiir bestimmte Stoffe durchgingig. Welcie Stoffe im gegebenen 
Fall durchtreten miissen, wird von der Ionenkonzentration in beiden Phasen 
bestimmt. Das Diffusionspotential andert sich dauernd mit den Umsetzun- 
gen in beiden Medien und ist von der elektrischen Ladung sowie vom pH 
abhingig. Die Dicke der Grenzschichten ist unwesentlich, sie wechselt 
dauernd und ist fiir jeden Funktionszustand spezifischh. Am Aufbau sind 
beide Medien beteiligt. Solche Grenzflaichen sind nicht unbedingt mit den 
Membranen im morphologischen Sinne identisch, da diese in vielen Fallen 
intravital gar nicht vorhanden sind. Es handelt sich dann um Fixierungs- 
artefakte am Eiweift- und Lipoidmolekiil, die dadurch auftreten, daf auf 
einer Seite des Spannungsfeldes das Gegengewicht fehlt, wodurch dann 
Koagulationen zustande kommen, die als feste Membran imponieren (Zei- 
ger, Pischinger). 

Es wird daher vielleicht notwendig sein, im flieRenden biologischen Ge- 
schehen nur dort von substantiellen Membranen zu sprechen, wo morpho- 
logisch solche durch Isolation nachweisbar sind (Chordazelle), ansonsten ist 
nur von einer aktiven Grenzflaiche oder von einem intermediaren Spannungs- 
feld zu sprechen. 


Erklarung der Ultraschallwirkung 


Betrachtet man nun unter diesen Gesichtspunkten das Plasma der Zellen 
mit den Kernen und aufferdem noch wahrend der Funktion die Grenzschich- 
ten bei gleichzeitiger Ultrabeschallung, so lassen sich daraus wohl Schliisse 
ziehen, die iiber die positiven sowie iiber die negativen Wirkungen der 
Ultraschallwellen Aufschlu& geben kénnen. Das Plasma ist laut Patzelt, 
A. Kiesel, Wurmann-Wunderly und vielen anderen ein System von 
drei Phasen, worin als Dispersionsmittel Wasser in einem Prozentgehalt 
von 75 bis 95 vorkommt; in ihm finden sich wieder anorganische Stoffe und 
organische Verbindungen in molekularer Lisung, Emulsion oder als kolloi- 
dale Eiweiffkérper. 

Ganz gleich nun, welche der drei Theorien, die von G. Hert wig ange- 
geben wurden, als die definitive angesprochen wird, die angefiihrten Bau- 
steine befinden sich teilweise in einem kolloidalen Zustand und beeinflussen 
durch ihre Zusammenarbeit die Lebensvorgange der Zelle; auferdem 
wirken sie durch ihre besondere Struktur an der Oberflache — der aktiven 
Grenzflache — auf die Umgebung. G. Hert wig und Heidenhain stehen 
auf dem Standpunkt, daf wahrend der Tatigkeit der Zelle dauernd Uber- 
giange von einem strukturierten Plasma in ein homogenes stattfinden, Vor- 
gange, die bei der wachsenden Zelle noch viel staérker zu beobachten sind. 
Brandt gibt an, daf im embryonalen Geschehen oxydative Vorgiange im 
Vordergrund stehen. 

Dieses System wird in den Wirkungsbereich eines Ultraschallsenders ge- 
bracht, wobei grofe Frequenzen und starke Intensitaten einwirken kénnen, 
die naturgemaf jene reversiblen physiologischen Ablaufe einerseits hemmen 
oder schadigen kénnen, andererseits, geregelt angewendet, fordernd wirken. 
Der Angriffspunkt der Schallwellen mit ihren thermischen, elektrischen, 
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mechanischen und oxydativen Effekten ist im Atombau zu suchen; anders 
kénnte naimlich der vielfaltige Wirkungsmechanismus auf die Kolloide des 
menschlichen Korpers nicht verstanden werden. 


Die Elektronen umkreisen nun in einer gewissen Geschwindigkeit und in 
einer gewissen Entfernung (Kohlrausch, Eggert) den Atomkern. Die 
iiuferste, maximal acht elektrisch geladene Teilchen besitzende Elektronen- 
schale wird als Valenzelektronenschale bezeichnet. Trifft nun auf eine 
solche Elektronenschale ein Impuls in Form einer Strahlung oder kommt 
dieses System in ein elektrisches oder elektromagnetisches Feld. so werden 
die auRersten Valenzelektronen in raschere Bewegung versetzt und in eine 
héhere, vom Kern entferntere Bahn gebracht. Die Ladung des Atoms wird 
in dem Sinne beeinflu&t, wie die aufere Kraft auf die Elektronenschale ein- 
gewirkt hat (Eggert, Vering, Kohlrausch). 


Wie bekannt, wird durch den schallgebenden Quarz neben den mechani- 
schen Kraften auch ein hochfrequentes elektrisches Feld erzeugt, dem also 
das Objekt gleichfalls ausgesetzt ist. Es wurde mittels Luminiszenzerschei- 
nungen von Frenzel, Schultes und Paunoff nachgewiesen. Dieses Wech- 
selfeld des Quarzes beeinflu&t nun sicherlich die Bahnen der Elektronen, 
wobei diese kleinen geladenen Teilchen ebenfalls angeregt in energiereichere, 
vom Kern entferntere Bahnen gelenkt werden. Sistiert man diese Anregung, 
kommt es zu einem Elektronensturz, bei welchem die Valenzelektronen wie- 
der in kernnahere, energieirmere Bahnen zuriickfallen. Dadurch wird 
Energie frei. Durch diese Energie wird Warme frei, die die chemischen Vor- 
giange im Komplex Molekiil verandert; es ist dies jener endotherme Vorgang 
(Bejdl), welcher als wichtigste Erklarung des ganzen atomaren und mole- 
kularen Geschehens aufzufassen ist. Diese Warme ist nicht mefbar, stellt 
jedoch die treibende Kraft bei allen durch Ultraschall bedingten Vorgingen 
dar und erzeugt erst durch ihre Summation die mefbaren Temperatur- 
steigerungen des beschallten Organs oder der beschallten Fliissigkeit, vor 
allem bei Versuchen, welche in vitro angestellt werden. Allerdings erfahren 
wir dadurch zunichst nur, daft im Inneren bereits viel gréRere und viel ein- 
greifendere Energieumsatze stattgefunden haben, niemals aber etwas dar- 
iiber, was sich im Inneren abspielt. 


Durch den Elektronensturz werden natiirlich auch elektrische Kriafte frei, 
die zur Aufladung der Molekiile fiihren. Sie sind die Ursache fiir die Steige- 
rungen der Reaktionsgeschwindigkeit durch Ultraschallwellen, welche 
Richardson und Loomis in chemischen Prozessen und physiologischen 
Vorgangen tatsachlich nachweisen konnten. 


Von grofer Bedeutung fiir diese energetischen Vorgange in einem kolloi- 
dalen System bei Beschallung ist die Konzentration der Lésung. Schmid 
konnte feststellen, dai die gréRten Veranderungen durch Ultraschall in einer 
mittleren Konzentration auftreten. Die Molekiile liegen gerade hier in einer 
Entfernung, bei welcher sie, durch Schallwellen angeregt, in raschere Be- 
wegung gesetzt, andere Partikelchen treffen, wodurch neuerlich Energien 
frei werden. Handelt es sich um eine zu stark konzentrierte Lésung, wird die 
Energieausbeute ebenso gering sein wie bei zu schwachen Lésungen, bei wel- 
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chen die Partikelchen in zu grofer Entfernung im Dispersionsmittel verteilt 
sind. Schmid hat unter diesem Gesichtspunkt auch die Kolloide des 
menschlichen Koérpers untersucht und gerade jene giinstigen Konzentrations- 
bedingungen vorgefunden, unter welchen Ultraschallwellen besonders reak- 
tionsférdernd wirken. 


Verhaltnisse in der irreversiblen Phase 


In meinen Untersuchungen, die, wie eingangs ausgefiihrt, an Eiern und 
Larven von Fréschen durchgefiihrt wurden, ist nun tatsachlich eine Beein- 
flussung an den Kolloiden des Plasmas und des Kernes festzustellen. Ab- 
hingig von der Beschallungszeit sind Entmischungserscheinungen in Form 
von Granulationen im Kern und in Form von Vakuolen im Plasma festge- 
stellt worden. Diese morphologisch fafibaren Veranderungen, die ich bereits 
an den Erythrozyten des Frosch- und Menschenblutes beschrieben habe, sind 
meines Erachtens der Ubergang in die irreversible Phase. Es kann 
dies damit belegt werden, daf sich lebende Larven, die im natiirlichen Milieu 
ultrabeschallt wurden, nur so lange nach der Beschallung weiterentwickelten, 
als sich bei den mikroskopischen Untersuchungen der Serien noch keine sicht- 
baren Verklumpungen im Inneren des Kernes sowie Entrundungen der 
Kernoberflaiche erkennen liefen und auferdem das Plasma noch homogen 
war. Zeigten sich Stérungen der Bausteine an der Kerngrenzflaiche, welche 
sich als Entrundungen oder Quellungen manifestierten, die ja der Ausdruck 
ihrer Schiidigung sind, war auch ein Weiterziichten der Larven unmdglich. 
Diese morphologisch sichtbaren Erscheinungen sind auf die oben besproche- 
nen Wiarmeentwicklungen sowie Potentialveranderungen am Atom und am 
Molekiil zuriickzufiihren. Szalay gibt an, daf durch Ultrabeschallung so 
hohe Temperaturen erreicht werden kénnen, daft es zu einem Zerfall hoch- 
polymerer Stoffe kommt, Erscheinungen, welche elektronenmikroskopisch 
von Kausche, Pfannkuch und Ruschka an Proteinen nachgewiesen 
wurden. Die elekirischen Energien fiihren zur Dehydratation, Koazervation 
(Bungenberg de Jong) und zur Flockung, die zusammen mit den thermi- 
schen Wirkungen die Granulationen und Vakuolen im Plasma hervorrufen. 
An der quergestreiften Muskelfaser konnte ich nach Eintritt in die irrever- 
sible Phase, wie aus der Beschreibung zu sehen ist, an den Segmenten Pig- 
mentationen feststellen. Es ist dies als Ausdruck einer Umstellung der phy- 
siologisch-chemischen Vorgiinge in diesen Fasern zu werten, da in den unbe- 
schallten Kontrollschnitten des gleichen Entwicklungsstadiums an keiner 
Stelle Pigment dargestellt werden konnte. Abhangig von der Beschallungs- 
dauer waren die zu beiden Seiten von den Segmentansatzstellen sichtbaren 
Pigmentbiinder verschieden breit. Das langsame Schwinden der Querstrei- 
fung ist im gleichen Sinne als Anderung des kolloidalen Zustandes der Myo- 
fibrille aufzufassen. Frenkel untersuchte die Wirkung von rasch aufein- 
anderfolgenden starken Verdichtungen und sofort anschliefenden iiber- 
mafigen Verdiinnungen, wobei er feststellen konnte, daft es dadurch zu einer 
ZerreiRungskavidation kommt, wobei Krafte frei werden, die nach Berg- 
mann, Chambers und Malisoff die Bildung von aktivem Sauerstoff zur 
Folge haben. Die Kerne der Fasern lassen ebenfalls abhingig von der Be- 
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schallungsdauer im gleichen Male wie die Pigmentation zunehmende und 
abnehmende Schidigungen erkennen. Sie werden zuerst grof, blasig und 
hell, um dann, wenn die Kolloide und die chromatischen Substanzen irrever- 
sibel verandert sind, klein und entrundet zu werden, wobei auferdem im 
Inneren Verklumpungen zu sehen sind. Die Veranderungen an den Bau- 
steinen werden alle durch gleichlaufende Umstellungen an den aktiven 
Grenzschichten des Kernes gegen das Plasma einerseits und des Plasmas 
gegen die Umgebung andererseits geférdert. Die Grenzschichten kénnen die 
Aufrechterhaltung der Potentialdifferenzen zwischen den beiden angren- 
zenden Phasen durch Strukturveranderungen und durch Bausteinveriande- 
rungen nicht mehr gewahrleisten. Dieses in seinem Zusammenhalt gestirte 
System wird nun durch die mechanisch wirkenden Krafte der Schallwellen 
weiter gelockert, die ganzen Fasern werden voneinander getrennt und in der 
Folge zerrissen. 


*Verhalten in der reversiblen Phase 


In der reversiblen Phase, die dadurch als tatsaichlich vorhanden an- 
gesehen werden kann, dali bis zu 2 Sekunden beschallte Eier und Larven 
weitergeziichtet werden kénnen, sind nun jene Wirkungen der Schall- 
energien zu suchen, die, wie eingangs erwahnt, wenn richtig angewendet, 
firdernd auf die lebenswichtigen Vorgiainge im Organismus wirken kénnen. 
Gleich wie Dognon-Biancani, Frenzel-Hindsberg und Schultes 
konnte ich an der Larve wahrend der Beschallung zuerst eine motorische Un- 
ruhe und anschlieBend einen der Narkose aihnlichen Zustand feststellen. Es 
handelt sich meines Erachtens bei diesen Erscheinungen um Stérungen der 
Grenzflichenpotentiale, die einen physiologischen Austausch von lebens- 
wichtigen Stoffen behindern. Es kommt aufferdem zu einer Steigerung der 
Reaktionsgeschwindigkeit. Der plétzlich einsetzende narkoseahnliche Zu- 
stand ist auf eine Lahmung der physiologischen Vorginge zuriickzufiihren, 
an die bei Fortdauer der Beschallung die irreversible Phase anschlieBt. Wird 
nicht mehr weiter beschallt, erholen sich die Tiere wieder und erhalten lang- 
sam ihre Beweglichkeit zuriick. Voraussetzung fiir diesen reversiblen Vor- 
gang ist jedoch, dai die Tiere in frisches Wasser gebracht werden, da es bei 
der Ultrabeschallung, wie schon friiher hervorgehoben wurde, zu einer Aus- 
treibung von Gasblischen aus der Fliissigkeit kommt. 

An den Schnitten von Tieren, die gleich den oben angefiihrien beschalli 
wurden, jedoch weitergeziichtet werden konnten, ist im Plasma der Zellen 
morphologisch nichts Fafbares nachweisbar. Die Kerne sind gréfer, struk- 
turlos und farben sich nach Pasini blau. Die Wirkung der Schallenergien be- 
ruht also lediglich darauf, dal sich Vorgange innerhalb der Zelle und des 
Kernes abspielen, die wohl gesteigert sind, sich jedoch in physiologischen 
Grenzen halten. Als Beweis dafiir kénnen Feststellungen aus den eingangs 
erwahnten Versuchen angefiihrt werden; die nach der Beschallung weiter- 
geziichteten Larven waren absolut ,.gréBer” als die des gleichen ,,unbeschall- 
ten” Laiches. Gegeniiber unbeschallten Larven von 5mm Linge mafen be- 
schallte 10mm. Abgesehen davon ist kein weiterer Unterschied der Entwick- 
lung im Sinne einer héheren Differenzierung, weder bei den lebenden Tieren 
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noch an den davon angefertigten Schnitten, feststellbar.’ Die einzelnen Or- 
gane sind vollkommen den unbeschallten Kontrollschnitten gleich, jedoch 
groéRer. Die von Brandt angegebenen, besonders im Vordergrund stehen- 
den oxydativen Prozesse wahrend der embryonalen Entwicklung wurden 
also durch die Schallenergien gesteigert. Eine eigene Untersuchung im zwei- 
ten Abschnitt iiber den Einfluf der Schallwellen auf die Mitose soll dariiber 
Aufklirung bringen. An Hirsesamen konnte Martinec ebenfalls eine 
stimulierende Wirkung der Schallwellen feststellen. Briinner und Rind- 
fleisch haben die Keimfahigkeit der Erbsen in gleicher Weise untersucht 
und ahnliche Resultate erzielt. 

Die Skelettmuskulatur zeigt bei den weitergeziichteten Larven in allen 
Fallen eine Querstreifung, die jedoch bei zunehmender Beschallung immer 
blasser wird. Die im Mesenchym beschriebenen Befunde, wie das Abreifen 
der Fortsatze der Zelle, stellen weiter keine schadigenden Wirkungen auf die 
Entwicklung der Larven dar. Es handelt sich dabei um mechanische Arte- 
fakte, die einerseits direkt hervorgerufen werden, andererseits auch durch 
Krafte ausgelést werden, die von der ZerreiffSungskavidation in der Fliissig- 
keit stammen. 


Schwere Schadigungen, auch schon nach kurzer Beschallung, lassen die 
Makromeren (dotterreichen Zellen) erkennen. Bei ihnen ist die irreversible 
Phase sicherlich schon viel friiher erreicht als bei den iibrigen sich differen- 
zierenden Zellen. Sie sind sehr bald aus dem Verbande gebracht, wobei das 
Plasma und die Kerne grobe Schadigungen erkennen lassen, die sich in Form 
von Vakuolen und Granulationen manifestieren. Dies ist auch der Grund. 
warum ganz friihe Entwicklungsstadien mit viel Dotter schon nach ganz 
kurzer Beschallung nicht am Leben erhalten werden kénnen. 


Die Schallenergien wirken also, wie aus dem oben Gesagten bereits zu 
ersehen ist, auf den Atombau ein. Durch den nach dem Sistieren eintreten- 
den Elektronensturz werden jene Energien frei, die am kleinsten Baustein 
des menschlichen K6rpers ansetzen und dort Krafte erzeugen, die so stark 
sind, daf sie, zu lange oder mit zu grofer Intensitat einwirkend, den Atom- 
bau tiefgreifend stéren. Jene bei den atomaren Vorgangen erzeugte Warme 
und elektrischen Krafte stéren den molekularen Zusammenhalt und erwar- 
men diesen kleinen Komplex bereits so stark, daft die Summation dieser 
Energien mef{bare Temperatursteigerungen am Organ hervorrufen, die nach 
meinen Versuchen in 1 Minute bis zu 2 Grad betragen kénnen. Diese endo- 
thermen Vorginge sind die eigentlichen Triebkrafte des Ultraschallgesche- 
hens. Sie sind der Motor der gesteigerten Brownschen Molekularbewegung. 
sie sind die Ursache der gesteigerten Reaktionsgeschwindigkeit und sie rufen 
jene Ent- und Umladungen an den Molekiilen hervor, die im weiteren Ver- 
lauf zu den von Bungenberg de Jong beschriebenen Koazervationen und 
Flockungen fiihren. Diese Krafte miissen immer gesteuert sein und diirfen 
in keinem Fall zu lange wirken, sonst fiihren diese Energien jene irrever- 
siblen Schaidigungen hervor, welche in den vorhergehenden Ausfiihrungen 
beschrieben wurden. Die Warmeentwicklung kann so hohe Grade erreichen. 
daf dies allein schon die Eiweiffveranderungen bis zu einer irreversiblen 
Phase steigert. 
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Zusatzlich kommen noch die Energien der Zerreiffungskavidation hinzu. 
welche am Komplex Molekiil ansetzen und als Warme sowie elektrische 
Krafte zur Auswirkung kommen. Ihre Energien sind mitbeteiligt an der 
Bildung des aktiven Sauerstoffes sowie an der Bildung des Wasserstoffsuper- 
oxyds, welches ebenfalls die Abliufe von chemischen Umsetzungen férdert 
und gleichzeitig die Wasserstoffionenkonzentration beeinfluft. 


Diese Anderungen der chemischen Zusammensetzung der Kolloide des 
Koérpers bewirken wieder eine Anderung der Konzentration verschiedener 
Sioffe, wodurch die fiir die aktiven Grenzschichten zur Regulation notwen- 
digen Konzentrationsunterschiede beeinflu&t werden. Gleichzeitig werden 
an der Oberflaiche des Plasmas die Bausteine des Spannungsfeldes im glei- 
chen Sinne wie die Nukleoproteide der angrenzenden Phasen verandert und 
die physiologischen Diffusionspotentiale verstarkt oder aufgehoben. Gerade 
jene aktiven Grenzschichten sind mit den Eiweifimolekiilen die wichtigsten 
Angriffspunkte der Schallenergien, da nicht nur die Veranderung der Bau- 
steine, sondern dadurch auch die Durchlassigkeit fiir in jedem Fall spezifische 
Stoffe geregelt wird. Sicherlich sind sie ein Teil der Ursachen, welche bei 
kleinen Tieren zuerst zur motorischen Unruhe und weiter zu Erscheinungen 
fiihren, die einer Narkose ahnlich sind. Diese Grenzschichten sind es aber 
auch, an welchen, gemeinsam mit den Angriffspunkten an den Eiweifsmole- 
kiilen, die Ultraschallwellen, zu therapeutischen Zwecken angewendet, zur 
Wirkung kommen. Sie beeinflussen den Stoffwechsel der Zelle und das Ge- 
webe je nach Wirkungsdauer. Dies beweist auch die Feststellung eines be- 
sonders starken Wachstums der beschallten Larven bei gleichbleibendem 
Entwicklungsgrad. Genau dosiert angewendet, bewirken die Ultraschall- 
wellen mit der durch die mechanische Komponente erzeugten Hyperamie 
sicherlich positive therapeutische Wirkungen. Méglicherweise ist darin beim 
Menschen auch eine Ursache fiir die erfolgreiche Therapie von Neuralgien zu 
suchen, die bekanntlich nach Ultrabeschallung eine Schmerzfreiheit bewirkt 
(F. Krejci und W. Bejdl). 

In welcher Reihenfolge nun die einzelnen Komponenten an den Bau- 
steinen ansetzen, ist nicht mit Sicherheit zu iibersehen, jedoch kann die 
oxydierende Wirkung der Schallwellen erst spater einsetzen, da sie ja, wie 
aus den Ausfiihrungen zu ersehen ist, erst durch die bei der Zerreiftungs- 
kavidation auftretenden Energien in Erscheinung tritt. Zuvor haben aber 
schon die mechanischen und elektrischen Krafte eingewirkt. Die dadurch be- 
reits gesteigerte Reaktionsgeschwindigkeit wird nun weiter geférdert und 
auBerdem wird die chemische Beschaffenheit durch die Sauerstoffbildung ge- 
andert. Durch diese Energien kommt es im kolloidalen Milieu zu Dehydra- 
tationen mit allen ihren weiteren Auswirkungen, die dann erst die sicht- 
baren Verinderungen der Schallenergien darstellen. 

Es sind also zwei Wirkungsphasen, die durch die Ultraschallwellen an 
menschlichen Geweben hervorgerufen werden. Die reversible Phase, die 
durch die gesteigerte Reaktionsgeschwindigkeit und -fahigkeit sicherlich fiir 
den therapeutischen Erfolg als vorteilhaft anzusprechen ist; sie wird jedoch 
plétzlich von der irreversiblen Schadigung der Eiweifkérper der Zelle und 
der Spannungsschichte zwischen den Geweben abgelést. Wann die Eiweif- 
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verainderungen in jenes nicht reparatorische Stadium eintreten, ist nicht zu 
bestimmen, da die dem Korper zugefiihrten Energien nicht mefbar sind. 
Die Angaben iiber die Leistungen des Quarzes sind dabei nicht als Mafstab 
anzusehen, da zwischen der schallabstrahlenden Flache und dem zu beschal- 
lenden Organ oft noch Gewebe liegen, die die eindringenden Schallwellen 
verschieden stark abschwichen. Dabei ist weniger die Dicke der Gewebs- 
schichte mafigebend als die Art der Tatigkeit. Bei Driisengewebe zum Bei- 
spiel ist das aktive Spannungsfeld besonders grof und physiologisch wichtig. 
Stérungen des molekularen Baues miissen sohin starker die Funktion beein- 
flussen, als wenn. Bindegewebe oder Fettsubstanzen vorliegen. Es geniigt 
dabei allein schon, wenn durch die elektrischen Wirkungen der Beschallung 
die Grenzschichten inaktiviert werden und sie dem Konzentrationsausgleich 
zwischen beiden angrenzenden Phasen nicht mehr entgegenwirken. 


Bei der Beschallung eines lebenden Organismus mit seinen komplexen 
physiologischen Vorgingen und Spannungsfeldern, welche den Zusammen- 
hang des ganzen Systems gewiahrleisten, ist immer darauf zu achten, dab 
nicht einfache Schallwellen einwirken, sondern ein komplexes System von 
Energien seine vielfaltigen Krafte zur Auswirkung bringt. 
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Die an pflanzlichhen Objekten bekannt gewordenen Myelin-Figuren 
lassen sich dem Ort ihres Auftretens nach unterscheiden in extra- und intra- 
zellulare, der Veranlassung ihrer Entstehung nach in solche, die unter dem 
EinfluB verseifender Reagentien sich bilden, und solche, die in Wasser ,.von 
selbst“ auftreten. Zu den intrazellularen Myelinformen, die innerhalb der 
Zelle sichtbar werden, gehéren die im Cytoplasma bzw. an der Grenze 
Cytoplasma/Zellsaft entstehenden, die aus dem Zellsaft, die aus dem Zell- 
kern und die aus den Chloroplasten. 

Wahrscheinlich sind eine Reihe von Gebilden, die — insbesondere bei 
Plasmolyse — an der Grenze zwischen Cytoplasma und Zellsaft entstehen 
und die mit verschiedenen Namen, wie schwingende Faden, Plasmazungen, 
Plasmatentakel, bezeichnet wurden, als Myelinfiguren aufzufassen, K iister 
(1935, 28) ist allerdings mit dieser Auffassung nicht einverstanden. Nach 
Vakuolenkontraktion und Plasmolyse fiihren in den Epidermiszellen von 
Thea japonica-Bliitenblattern im Cytoplasma myelinartige Protuberanzen 
schlingelnde Bewegungen aus (Weber 1930). Gicklhorn 1932 hat bei 
Zusatz von Ammoniak und Kaliumhydroxyd im Zellsaft von Allium Myelin- 
formen entstehen sehen. Boresch (1914, 1919) halt die Filargebilde (Fett- 
knauel) im Zellsaft von Fontinalis antipyretica fiir Myelinbildungen. 
Lipoide Gebilde, die Myelinfiguren ahnlich sehen, hat Scharinger (1956) 
im Zellsaft der Epidermis des Perianths von Delphinium cultorum gefunden. 
Weitere Angaben iiber Steride und Phosphatide in den Vakuolen finden sich 
in der eingehenden Studie von Reilhes 1936. Uber Myelin-Gebilde aus 
Chloroplasten haben Weber 1933, 1936, Menke 1934, Savelli e Caruso 
1939 berichtet. Yasui (1939) bildet Myelinfiguren ab, die an mit Karmin- 
Essigsaure fixierten Praparaten im Zellkernraum zu sehen sind, und er sieht 
darin einen Beweis fiir das Vorkommen von ,,Lecithin® im Zellkern. 
Milovidov (1949) halt diesen Schluf nicht fiir beweisend. Die schon 1877 
entdeckten ,,filaments” an den Driisenhaaren in den Wasserbehiliern von 
Dipsacus silvestris hat Darwin mit Genauigkeit beschrieben und fiir 
Protoplasma-Faden gehalten, denen die Eigenschaft der Kontraktilitat zu- 
kommt. Diese ,,vibrierenden Faden“ haben dann weiterhin Cohn 1878 
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und Rostock 1904 studiert, als Myelinfiguren hat sie Senft 1907 richtig 
erkannt. Durch Zusatz von Ammoniak bekam Nestler 1905 aus dem 
Fett von Myristica argentea und Senft 1907 mit Fetttropfen aus dem 
Samenfleisch von Ginkgo biloba Myelinfiguren. Eine Zusammenfassung 
der Literatur findet sich auch bei Molisch 1913. Tunmann (1931) bildet 
cxtrazellulare Myelinfiguren an den Fettdriisenhaaren von Salvia gluti- 
nosa ab. Aus dem Sekret der Driisenhaare verschiedener Cypripedium- 
Arten bilden sich nach Nestler (1907) Myelinformen. Knol] (1922) hat 
aus dem ,.fetten Ol“, das die Bliitenepidermis der Cypripedilinen iiber- 
zieht, im Verseifungsreagens von Molisch manchmal Gebilde auftreten 
sehen, die man als Myelinformen auffassen konnte. Leditznig (1922) 
stellt eine Liste von Samen bzw. Driisenhaaren zusammen, aus deren 
Lipoiden sich Myelinfiguren (bei Verseifung) bilden kénnen. Die Haare 
von Verbascum sind dabei nicht genannt. Nestler (1905) erhalt mannig- 
faltig gestaltete Formen aus dem Sekret des Driisengewebes der Frucht- 
fleischscheidewiainde von Capsicum annuum nach Zusatz von Ammoniak. 
Molisch 1920 sah im Saft des Wasserkelches von Aconitum variegatum 
fertige Myeline, die sich .,von selbst“ gebildet hatten. Lingelsheim 
1920 bewundert die priachtig gestalteten Myeline aus dem in der Bliiten- 
region von Impatiens parviflora ausgeschiedenen Fett und auBert sich dar- 
iiber in folgender Weise: ,,Hinsichtlich der Myelinbildung scheint nun das 
Sekretionsfett von Impatiens parviflora eine ganz besondere Stellung ein- 
zunehmen, denn die Myelinbildung beginnt nach etwa halbstiindigem Ver- 
weilen der Fettkiigelchen bereits in reinem Wasser, eine Erscheinung, die 
meines Wissens bisher iiberhaupt noch nicht bei einem Fett nachgewiesen 
worden ist.” Mit dieser Bemerkung irrt der Autor allerdings, denn schon 
Virchoy 1854, von dem ja die Bezeichnung ,,Myelin“ stammt, hat die 
Gebilde in Wasser aus der Scheide markhaltiger Nerven austreten sehen. 

Die Myelinfiguren aus den Driisenhaaren von Verbascum Blattaria, 
iiber die im folgenden berichtet wird, gehéren gleichfalls zu denen, die 
von selbst, das ist in Wasser (Grazer Leitungswasser, destilliertes Wasser, 
Regenwasser) entstehen, und sie gehéren zu den extracelluliren Bildungen, 
wenigstens dann, wenn sie aus ausgeschiedenem Sekret dieser Haare sich 
gestalten. 

Die Pflanzen, an denen die Beobachiungen angestellt wurden, stammen 
aus dem Botanischen Garten der Universitat Graz und hatten sich im 
Sommer 1950 auferhalb des Systems in Rasenflachen entwickelt. Die 
Beobachtungen erfolgten in den Monaten August und September, also zu 
einer Zeit, wo die Bliihperiode der Pflanzen zu Ende ging; immerhin 
standen bis Mitte September aus dem Freien Bliiten und Bliitenknospen 
zur Verfiigung, eine Anzahl von Pflanzen wurde eingetopft und im Ge- 
wachshaus gehalten. 

In der Bliitenregion von Verbascum Blattaria sind alle Teile dicht mit 
Driisenhaaren besetzt, andere Haare kommen dort nicht vor (Murbeck 
1933). Die Driisenhaare sind Képfchenhaare mit zwei oder drei Stielzellen 
und einem vielzelligen Képfchen. Bevor die Sekretion den Héhepunkt 
erreicht, sind die Képfchen napfférmig eingesenkt, dann wird die gemein- 
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same Kutikula durch das Sekret abgehoben, halbkugelig vorgewélbt und 
straff gespannt, wie dies z. B. fiir die Glandulae Lupuli des Hopfens wohl 
bekannt ist. Die verschiedene Gestalt des Képfchens der Haare ist also nicht, 
wie man vermuten kénnte (vgl. Murbeck), verschiedenen Haartypen eigen, 
sondern der Ausdruck verschiedener Entwicklungsstadien und Sekret- 
menge. Das Sekret, das iibrigens, wenigstens in dem abnorm heiffen und 
trockenen Sommer 1950, ziemlich sparlich ausgeschieden wurde, scheint stark 
klebrig zu sein, denn, bleiben kleine Insekten daran haften, so kénnen sie 
sich von den Driisenhaaren nicht mehr befreien. Noch haufiger finden sich 
im Sekret des Driisenbechers zahlreiche Pilzsporen; diese keimen vielfach 
aus und bilden ausgedehnte verzweigte Myzelien; das Sekret ist also wohl 
ein giinstiger Nahrboden fiir diese Pilze. 





la lb le 


Abb. la. Driisenhaar von Verbascum Blattaria: Kutikula vorgew6lbt, im subkuti- 
kularen Raum ein stark lichtbrechender Kérper. 
Abb. 1b. Dieser Kérper im polarisierten Licht. 
Abb. 1e. Driisenhaar-Képfchen. Myelinkugel im subcuticularen Raum. 


Ist bei reifen Driisenhaaren die Kutikula kuppenférmig abgehoben und 
prall gespannt, so erscheint das von der Kutikula zuriickgehaltene Sekret 
meist nicht, wie dies sonst bei Oldriisen der Fall ist, homogen: vielmehr 
liegt in dem optisch leeren, offenbar von einem fliissigen Sekret erfiillten 
Raum, das durch ihren Druck die straffe Spannung der abgehobenen Kuti- 
kula bewirkt, ein mehr oder weniger umfangreicher Kérper mit unregel- 
mafiger Kontur, der fest zu sein scheint. Dieser Kérper ist besonders stark 
lichtbrechend und erweist sich im polarisierten Licht als intensiv doppel- 
brechend (Abb. 1b). 

Die Driisenhaare wurden in der Regel in Leitungswasser untersucht. 
und zwar nicht an Schnitten, sondern an ganzen abgenommenen Kelch- 
blattern oder Bliitentragblattern. Nur an jungen Bliiten oder Bliiten- 
knospen befinden sich die Driisenhaare in dem fiir die Beobachtungen giin- 
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stigen Entwicklungsstadium, nach dem Abfallen der Korolle sind die 
Driisenhaare am Fruchtknoten und den stehenbleibenden Kelchblattern 
oft schon abgestorben und bei dem sonnigen, heiffen Wetter eingetrocknet 
gefunden worden und eignen sich dann zur weiteren Beobachtung des 
Sekretes in der Regel nicht mehr. 

Je nach dem Entwicklungszustand und Sekretreichtum der Driisen- 
képfchen, anscheinend aber auch in Abhiangigkeit von aduferen Bedin- 





Abb. 2a, b. Myelinfiguren aus dem Driisenhaar von Verbascum Blattaria. 


gungen, wie Luftfeuchtigkeit oder Trockenheit, beginnen nach Einlegen 
in Wasser entweder sofort oder erst nach einiger Zeit (bis etwa zu einer 
halben Stunde) aus vielen oder aber nur aus vereinzelten Driisen, meisi 
vom oberen Rande der Képfchen her, mannigfach geformte Myelinfiguren 
hervorzuwachsen. Das Wachstum kann mit recht verschiedener Geschwin- 
digkeit erfolgen, manchmal so rasch, daf die schlangenférmigen Ge- 
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bilde, die verschiedene Dicke besitzen, innerhalb weniger Minuten eine 
Linge erreichen, die den Umfang des ganzen Driisenképfchens betrachtlich 


iiberschreitet. Die schlangelnden, schwingen- 
den, ruckartigen, zuckenden Bewegungen 
sind so lebhaft, die Lageverainderungen so 
mannigfaltig, daf es schwer ist, sie zeich- 
nerisch oder photographisch festzuhalten; 
nur kinematographische Aufnahmen kénnten 
eine richtige Vorstellung der Gestalts- und 
Lageianderungen vermitteln. Was die For- 
menmannigfaltigkeit der Myelinfiguren be- 
trifft, so ist dies ja schon oft an anderen tie- 
rischen und pflanzlichen Objekten und Pro- 
dukten sowie an genau definierten chemi- 
schen Substanzen begeistert beschrieben und 
auch abgebildet worden. Besonders gelungen 
sind z. B. die Bilder, die Lehmann (1918) 
und Nageotte (1936) von Myelinfiguren 
veréffentlicht haben. Alle die dort beschrie- 
benen Gestalten entwickeln sich auch aus 
den Driisenhaaren von Verbascum Blattaria 
(Abb. 2 a, b, c). Auffallend ist die Lange, die 
die Schlangen und Schlauche an unserem Ob- 
jekt erreichen kénnen, sie iibertreffen jeden- 
falls betrachtlich diejenigen, die wir am Ol- 
sekret von Impatiens sehen konnten. Beson- 
ders lange Myelinfaden hat iibrigens schon 
Darwin (1877) mit Erstaunen aus den Drii- 





senhaaren von Dipsacus hervordringen Abb. 2c. Myelinfigur aus dem 


sehen, ohne sie allerdings als solche erkannt Driisenhaar 
zu haben. An den dickeren und dann meist 
kurzen Schliuchen der Verbascum-Driisen- 


Blattaria. 


Abb. 3. Mye- 
linkérper im 
polarisierten 


Licht. 











haare sowie an den kugeligen Gebilden, die ja schlief- 
lich das Endstadium der Myelinformen bilden, laft sich 
leicht die Doppelbrechung nachweisen, die Myelinkugeln 
zeigen das dunkle Sphiaritenkreuz (Abb. 3). 


Wegen der vorgeschrittenen Jahreszeit war es nicht 
mehr méglich, zu untersuchen, ob auch bei anderen Arten 
der Gattung Verbascum wmyelinbildende Lipoide vor- 
handen sind. In Betracht kommen in erster Linie Arten 
mit Driisenhaaren.- Nach Murbeck lassen sich bei Ver- 
bascum drei Haupttypen von Haaren unterscheiden: 
1. Driisenhaare, 2. unverzweigte Deckhaare, 3. ver- 
zweigte Deckhaare. Bei manchen Arten, wie bei V. Blat- 


taria, treten in der Bliitenregion nur Driisenhaare auf, bei anderen nur 
Deckhaare oder aber beide Haartypen gemischt. Unter den zahlreichen 
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Abb. 4. Haar eines Kelch- 
blattes eines Bastardes 
Verbascum  Blattaria 

einer anderen Art. 


von 
mit 


Exemplaren von V. Blattaria, die im Botanischen Garten in einer Wiese 
standen, befand sich auch eine Verbascum-Pflanze, die im Habitus der 
V. Blattaria sehr aihnlich war, jedoch hatten die Bliiten dieses Exemplares 
stiirker gelb gefiirbte Korollen, die Bliiten waren relativ kurz gestielt, 


die Staubfadenhaare lichter violett als die bei 
V. Blattaria. In der Bliitenregion dieses Exem- 
plares traten neben den Driisenhaaren des 
Blattaria-Typus auch noch einfache oder wenig 
verzweigte Deckhaare auf. Es hat sich vermut- 
lich bei dieser Pflanze um einen Bastard gehan- 
delt, wie solche ja in der Gattung Verbascum 
nicht selten sind. Von Interesse ist es, daft sich 
unter den Deckhaaren dieser Pflanze vereinzelt 
merkwiirdige Bastardhaare fanden: Ein Seiten- 
ast eines Deckhaares hatte ein typisches Driisen- 
képfchen ausgebildet (Abb. 4). Wiahrend die 
Querwiinde der Zellen der Deckhaare Tiipfel 
aufweisen, besitzen die Querwiainde der Driisen- 
haare keine Tiipfel, auch sind die Wande der 
letzteren weniger stark lichtbrechend als die der 
Deckhaare. An den Bastardhaaren waren auch 
diese Unterschiede in der Membranbeschaffen- 
heit an den betreffenden Teilen gut zu sehen. 
Die Driisenhaare der vermutlichen Bastard- 
pflanze waren etwas kleiner als die der typi- 
schen V. Blattaria, sonst aber gleich gebaut. 
Auch bei dem Bastard fanden sich im Képfchen 
der Driisenhaare unter der abgehobenen Kuti- 
kula gelegentlich stark lichtbrechende Kérper. 
doppelbrechend waren diese aber niemals. Auch 
konnie in keinem Falle an den Driisenhaaren 
des Bastards in Wasser die Bildung von Myelin- 
figuren beobachtet werden. Es scheint also, dal 
der Bastard im Képfchen der Driisenhaare et- 
was andere Lipoide bildet als das typische Ver- 
bascum Blattaria. In Na-Oleat-Lésung ent- 
stehen aber aus dem Sekret der Driisenhaare 
auch des Bastards Myelinfiguren. Uber Bastard- 
Haare vergleiche Netolitzky 1932. Die Arbeit 
von Baros (1924) iiber den systematischen Wert 
der Trichome der ungarischen Verbascum-Arten 
und Hybriden ist uns leider nicht zuginglich. 
Uber die Art, wie die Myelin-Lipoide in 


den subkutikularen Raum der Driisenzellen gelangen, laBt sich folgende 
Vermutung auftern: Bevor die Kutikula des Driisenkopfes ganz abgehoben 
und prall gespannt halbkugelig vorgewolbt ist, laRt sich haufig an den 
raditiren Wianden, die die einzelnen Driisenzellen voneinander trennen. 
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dort, wo sie am Scheitel gegen die napfférmige Vertiefung des Kopfes um- 
biegen, lokal eine Veranderung der Membran (Mittellamelle) sehen (Abb. 5). 
Sie wird etwas breiter, nimmt eine unscharfe rauhe Kontur an und wird 
starker lichtbrechend. An diesen strichférmigen Membranstellen sieht man 
dann nicht selten kleine Trépfchen in den subkutikularen Raum vor- 
springen; sie werden durch ihre besonders starke Lichtbrechung auffallend 
und erweisen sich meist schon als doppelbrechend. Es scheint also, daf die 
in den Driisenzellen gebildete ,,.Myelin’-Substanz an bestimmten Stellen 
der Mittellamelle der Radialwande aus den Zellen aus und in den sub- 
kutikularen Raum eintritt. Solche Myelinmassen sind haufig in Form 
von Tropfen oder mehr unregelmafig gestalteten Gebilden zuniachst noch 
jeder fiir sich isoliert am oberen Rande des 
Driisenképfchens im Kreise angeordnet. Ob es 
diese Tropfen sind, die, wenn sie gréRer werden 
und zusammenfliefen, allmahlich die Kutikula 
ganz abheben, ist ungewif. Es ist wahrschein- 
licher, daf ein gleichzeitig ausgeschiedenes, mehr 
fliissiges Sekret die Abhebung besorgt. In die- 
sem Sekret diirften die Myelintropfen quellen 
und dadurch an Volumen zunehmen. So wird 
manchmal der ganze subkutilare Raum von 
einer 6lig-glasigen, homogen aussehenden Masse 
erfiillt; diese leuchtet dann weniger stark im 
polarisierten Licht auf, als es die festeren 
Myelingebilde taten, solange sie noch nicht ge- Abb. 5. Képfchenhaar von 
quollen und von dem fliissigeren Sekret noch zu Verbascum Blattaria. Aus- 
unterscheiden waren. Wie schlieflich das _ trittstellen des Sekretes an 
Myelin” die abgehobene Kutikula passiert (ob den Radialwanden. 
diese gesprengt wird oder ob Poren vorhanden 

sind) und nach auBen gelangend die Zelle verlaft, konnte nicht festgestelli 
werden. Erst die ausgetretenen Partikel der Substanz bilden in Wasser 
extrazellular die durch ihre Eigenart den Beobachter immer wieder fesseln- 
den .,.Myelinfiguren™. 

Es ist anzunehmen, daf sich bei Regen oder Tau Myelinfiguren an den 
Driisenhaaren an der Pflanze unter natiirlichen Verhaltnissen bilden. Bei 
der lang dauernden Trockenheit konnte dies nicht direkt beobachtet wer- 
den. An Kelchblattern von Bliiten, die sich im Gewiichshaus in feuchter 
Luft entwickelt haben, hat sich oft das aus den Driisenhaaren ausgetretene 
Sekret in eine voluminése, grau erscheinende schaumige Masse umgewan- 
delt, die den Képfchen wie eine Miitze aufsitzt. 

»Myelin™ ist nicht, wie Virchov urspriinglich angenommen hat, eine 
besondere, einheitliche chemische Substanz. Myelinfiguren vermégen viel- 
mehr verschiedene lipoide Substanzen zu bilden, besonders dann, wenn 
sie dem Einfluf verseifend wirkender Alkalien ausgesetzt werden. In 
reinem Wasser entstehen durch Quellung Myelinformen nur aus Lecithin 
oder anderen Phospholipoiden, aus Cholesterin oder Phytosterinen ist nach 
Senft Ol- oder eine andere Fettsiure sowie Alkali notwendig. Die ge- 
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naue chemische Untersuchung des ,,Myelins“ der Verbascum-Driisenhaare 
kann erst erfolgen, wenn geniigend Material zur Verfiigung steht, was in 
diesem Sommer nicht der Fall war. Es seien hier daher nur die Ergebnisse 
einiger chemischer Reaktionen, die an dem Driisenhaar-Sekret durchgefiihrt 
wurden, in Kiirze angefiihrt. 

Die Durchfiihrung der Reaktionen wird durch die derbe, das Sekret 
umschlieRende Kutikula erschwert, die offenbar sehr schwer durdchlissig 
ist; der negative Ausfall einer Reaktion kann daher durch die Unmdglich- 
keit der Endo- oder Exosmose bedingt sein. 

Mit Jodjodkali farben sich das Sekret und die daraus entstehenden 
Myelinfiguren braun, mit Chlorzinkjod dunkelbraun. In Sudanglyzerin 
wird der Inhalt des subkutikularen Rau- 
mes langsam rot. 

In Lipoidlésungsmitteln (Benzol, 
Chloroform, Schwefelather, Pyridin, aber 
auch Alkohol und Azeton) schwindet die 
vorerst scharfe Scheidung zwischen dem 
doppelbrechenden festen und dem fliis- 
sigen Teil allmahlich. 

Werden iltere Driisenhaare mit be- 
reits vertrockneten, braunlich gefarbten 
Koépfchen in Fettlésungsmittel eingelegt, 
so beginnt sich die eingesunkene Kuti- 
Abb. 6. Driisenképfchen mit Sekret- kula zu spannen und wieder kuppen- 





kérper. formig vorzuwoélben, so da schon nach 
Interferenzfarben im polarisierten wenigen Minuten das Bild eines intakten 
Licht. Haares mit gefiilltem Sekretraum ent- 


steht, ahnlich wie dies Wenz! (1935) an 
Driisenhaaren von Labiaten beobachtet hat. Nach Zusatz von Wasser fallen 
die Kuppen fast augenblicklich wieder zusammen, kénnen aber bei neuer- 
lichem Hinzufiigen von organischen Lisungsmitteln erneut zur Vorwélbung 
gebracht werden; dieser Versuch lift sich mehrmals mit gleichem Erfolge 
wiederholen. Das Aufwoélben der Kutikula durch das Sekret darf wohl als 
sicheres Anzeichen einer statigefundenen Lisung gelten. 

Auf dem Mikroheiztisch verschwand die Doppelbrechung des festen 
Sekretkérpers bei 61—62°, beim Wiederabkiihlen kehrte sie im gleichen 
Temperaturbereich wieder, wobei nun schéne, véllig kreisrund begrenzte 
Tropfen auftraten. Schmelzen und Wiedererstarren kann Gfters wieder- 
holt werden. Es ist auffallend, da der Schmelzpunkt des Sekretkérpers 
genau mit dem fiir Lezithin angegebenen Schmelzpunkt iibereinstimmt. 

Auch der Charakter der Doppelbrechung enitspricht dem der Lezithine 
bzw. der an Nervenscheiden gewonnenen Myelinfiguren. Die Sphirite bzw. 
die Sekretkérper zeigen bei gekreuztem Nikol parallel zur a-Achse des 
Gipsplattchens steigende, senkrecht dazu fallende Interferenzfarben (Abb. 6). 
Da wir es jedenfalls mit einer radiarsymmetrischen Anordnung zu tun haben, 
folgt daraus die positive Doppelbrechung. Auch die Myelinschlauche zeigen 
dieselbe Eigenschaft. Sie sind bezogen auf ihre Lingsachse optisch negativ, 
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auf die Radialrichtung dagegen optisch positiv. Infolge des oftmals ge- 
wundenen bis schraubig verschlungenen Verlaufes der Myelinschliiuche 
ergeben sich in Verbindung mit dem Gipsplattchen auferordentlich farben- 
prachtige Bilder. Bei einer Fiarbezeit von 24 bis 48 Stunden werden die 
K6épfchen und ihr Inhalt in Neutralrotlésung 1 : 1000 ziegelrot. Im Fluores- 
zenzmikroskop leuchtet das Képfchen hell gelblichrot auf, ein Zeichen 
dafiir, da der Farbstoff wenigstens zu einem Teil in lipoider Phase ge- 
speichert wird. In gepufferten Lisungen von Neutralrot und Akridin- 
erange zeigt sich eine stirkere Farbstoffaufnahme bei Annaherung an den 
Neutralpunkt, ein weiteres Zeichen fiir eine Speicherung des Farbstoffes 
als Molekiil, also in lipoider Phase. Gentianviolett, das angeblich ven 
Lezithin, jedoch nicht von Fetten gespeichert wird, farbt das Sekret dunkel- 
violett an. 

Von besonderer Wichtigkeit ist, daf das Driisensekret sich, wenn auch 
nicht immer, mit dem Schiffschen Aldehyd-Reagens ohne Vorbehandlung 
in kiirzester Zeit intensiv rotviolett farbt. Dadurch wird es wahrschein- 
lich, da das Sekret als Acetalphosphatid oder Plasmal im Sinne von 
Feulgen zu bezeichnen ist. 

Die Driisenzellen von Verbascum Blattaria sind nicht die einzigen Zellen 
dieser Pflanze, die ,,Plasmal“ enthalten; Acetalphosphatid kommt vielmehr 
auch in speziellen Zellen des Mesophylls vor; dariiber wird in einer eigenen 
Mitteilung berichtet, wobei auch das Vorkommen der Plasmale in Pflanzen- 
zellen niher zur Sprache kommt (Hartel, Kenda, Weber 1950). 


Zusammenfassung 


In den Driisenhaaren von Verbascum Blattaria sammelt sich im subkuti- 
kularen Raum eine doppelbrechende ,,Myelin“-Substanz an. Wenn dieses 
Sekret durch die Kutikula austritt, so bildet es in Wasser vielgestaltige 
Myelinfiguren. Da das Sekret die Eigenschaften eines Lipoids besitzt und 
sich mit dem Schiffschen Reagens violett farben kann, so diirfte es als 
Acetalphosphatid oder Plasmal im Sinne von Feulgen zu bezeichnen sein 
oder doch wenigstens ,,Plasmal” enthalten. 
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Plasmal-Idioblasten im Mesophyll von 
Verbascum Blattaria 
Von 


Otto Hirtel, Griseldis Kenda und Friedl Weber 
(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Graz) 


Mit 2 Textabbildungen 


(Eingelangt am 30. September 1950) 


Hartel, Kenda, Weber (1950) haben beobachtet, daB die Driisenhaare 
von Verbascum Blattaria ein Sekret enthalten und ausscheiden, aus dem sich 
in Wasser Myelinfiguren bilden. Dieses Sekret ist ein quellbares Lipoid und 
gibt die Schiffsche Aldehydreaktion. Es ist méglich, da das Sekret mit 
dem von Feulgen und Voit (1924) als ,,Plasmal“ bezeichneten Acetal- 
phosphatid identisch ist oder doch Plasmal enthalt. Es fragt sich, ob dieses 
Lipoid nur in den Driisenzellen der ge- 
nannten Pflanze vorkommt oder aber 
auch in anderen Zellen. 

Schon bei schwacher Vergriferung 
fallen in den Kelch- und Bliitentrag- 
blattern von Verbascum Blattaria, be- 
sonders wenn die Blatter entliiftet sind 
(Weber 1927), im Mesophyll grofte Ge- 
bilde auf, die sich durch ihre starke 
Lichtbrechung hell von den dunklen 
Chlorenchymzellen abheben. Es sind dies 
kugelige oder ovale Ritsenzellen, die im 
Mesophyll der Blattunterseite subepi- 
dermal, also nur von der unteren Epi- 
dermis iiberdeckt, liegen (Abb. 1). Thre Abb. 1. Verbascum Blattaria, Kelch- 
GréRe ist verschieden, jedoch iibertreffen latt: Unter der Epidermis sub- 
sie die der iibrigen Mesophylizellen stets epidermale Idioblasten. 
ganz betrichilich. Diese groffen Zellen 
enthalten keine Chloroplasten, sie erscheinen vielmehr zur Ganze mit einer 
opaken, weilt bis schwach gelblich glanzenden Masse erfiillt. Da sich diese 
Zellen demnach durch ihre Gréfe und ihren Inhalt von den umgebenden 
auffallend unterscheiden, kann man sie als I[dioblasten im Sinne von 
Sachs (1894, 85) bezeichnen. 

Von diesen Idioblasten sind in einem einzelnen Kelchblatt (Oberflache 
ca. 4mm?) etwa 100 vorhanden, in einem Bliitentragblatt (Oberflache ca: 
10mm?) 200 bis 300. Die Anordnung der Idioblasten ist ziemlich regellos 
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(Abb. 2), manchmal stehen einige dicht nebeneinander, manchmal in 
gréReren Abstanden voneinander, selten grenzen zwei oder drei unmittelbar 
aneinander, haufig enthalt die Spitzenregion der Blattchen weniger davon 
als das basale Drittel. Den Korollenblattern fehlen diese Idioblasten, auch 
im Stengel und in der Wurzel wurden keine gefunden. In den basalen 
Stengelblattern und in den grundstan- 
digen Blattern sind zwar auch Idio- 
blasten vorhanden, doch fallen sie dort 
weniger auf, da in den Idioblasten 
dieser Blatter der Inhalt offenbar ziem- 
lich substanzarm ist und daher keine 
starke Lichtbrechung aufweist. Es 
drangt sich vor allem die Frage nach 
der Natur des Inhaltes dieser Idio- 
blasten auf. Schon das dlartige Aus- 
sehen lat vermuten, da die homogen 
erscheinende Masse lipoidreich ist. Mit 
alkoholischer Sudanlésung erhalt man 
meist keine Farbung, weil die Substanz 
offenbar in stairkerem Alkohol rasch 
léslich ist. Sudanglyzerin (nach Mo- 
lisch 1913) gibt bisweilen, aber nicht 
immer, positive Fettreaktion. Wenn 
die Idioblasten verletzt sind, so da® ihr 
Inhalt austritt, so sieht man in Wasser 
manchmal Myelinfiguren  auftreten: 
Der ausgetretene Zellinhalt zerflieBt in 
Wasser nicht, bleibt vielmehr langere 
Zeit als formbestandige gallertartige 
Masse erhalten, die sich dann allmah- 
lich in Myelinfiguren umwandelt. Die 
Idioblasten farben sich mit Jodjodkali 
sowie mit Chlorzinkjod intensiv braun. 
die braune Farbung entspricht wohl 
der ,,réaction iodophile“, die nach 
Romieu (1927) fiir Lecithin charak- 
teristisch ist. Jodtinktur, Millon, farben 
nicht. Wiahrend die Epidermiszellen 
Abb. 2. Verbascum Blattaria, Kelh- nit Ausnahme der Schlieizellen sowie 
blatt: Anordnung der Idioblasten. qie Chlorenchymzellen mit Eisenchlorid 
die Gerbstoffreaktion geben, bleiben 
die Idioblasten farblos, sie enthalten also keinen Gerbstoff, dies ist deshalb 
bemerkenswert, weil nach Czapek (1910) auch Gerbstoffe Myelinfiguren 
bilden kénnen. 
Besonders auffallend ist es, daf sich die Idioblasten im Schiff schen 
Aldehydreagens ohne vorherige Hydrolyse in kurzer Zeit, oft fast momen- 
tan, intensiv violett farben. Diese Farbung im Zusammenhang mit der 
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Fahigkeit des Inhaltes, Myelinfiguren zu bilden, legt die Annahme nahe, 
daf die Idioblasten das Acetalphosphatid Plasmal enthalten. Uber das 
Vorkommen von Plasmalen in pflanzlichen Zellen ist relativ wenig bekannt. 
Wir geben im folgenden die Angaben wieder, die Kellermann in einer 
bisher nur im Auszug ver@ffentlichten (1950) Dissertation dariiber gemacht 
hat: Im Verlauf ihrer Untersuchungen iiber die Nuklealfarbung haben 
Feulgen und seine Mitarbeiter (1924) beobachtet, da .,auch im Proto- 
plasma sehr zahlreicher Zellen ein Stoff vorkommt, der unter gewissen Be- 
dingungen eine farbige Verbindung mit der fuchsinschwefeligen Saure ein- 
geht ... Die Vermutung, es kénnte Acetaldehyd in Betracht kommen, hat 
sich nicht bestatigt, es handelt sich vielmehr um einen in Wasser unléslichen, 
in organischen Lésungsmitteln aber liéslichen Korper, der chemisch als Alde- 
hyd anzusprechen ist, der aber in genuinen Geweben nicht frei vorkommt, 
sondern wahrscheinlich an eine noch unbekannte Komponente gekoppelt*. 
Dieser Stoff von Lipoidcharakter wurde Plasmalogen genannt. Durch 
Sauren oder durch Einwirkung von Sublimat geht das Plasmalogen in 
Plasmal iiber. Das Plasmal fiarbt sich entsprechend seiner Aldehydnatur 
in fuchsinschwefeliger Saure sofort violett. Plasmal wird mit Alkohol den 
Geweben entzogen, Alkoholmaterial gibt daher die Plasmalfarbung in der 
Regel nicht, davon gibt es allerdings Ausnahmen: Die elastischen Fasern 
der BluigefaBe zeigen auch nach Alkoholbehandlung noch Plasmalfarbung 
(Feulgen und Voit 1924). Weitere Angaben iiber ,,alkoholfeste Plasmale”* 
hat u. a. Vo (1927) gemacht. Auch bei Milovidov (1949, 53) finden sich 
Angaben iiber die aldehydahnlichen Kérper, die die Plasmalreaktion geben. 

Auf dem Gebiete der tierischen und mensdhlichen Histologie sind seit 
Ausarbeitung der Plasmalreaktion in rasch zunehmender Zahl Arbeiten iiber 
die Verbreitung des Plasmals in den Geweben erschienen und auch die 
chemische Natur dieser Substanzgruppe wurde weitgehend aufgeklart 
(Bersin, Moldtmann, Harziger, Marchard und Leopold 1941). Da- 
gegen ist dufferst wenig bekannt iiber das Vorkommen und die Bedeutung 
des Plasmalogens bzw. Plasmals in pflanzlichen Zellen. 

Anzukniipfen ist bei Untersuchungen iiber das Vorkommen des Plasmals 
im Pflanzenreich an altere Angaben iiber den positiven Ausfall der Schiff- 
schen Aldehydreaktion. Einiges finden wir dariiber in der Mikrochemie der 
Pfianze von Molisch (1923). Die Kutikula der Epidermen vieler Pflanzen 
farbt sich — wie Géneau de Lamarliere (1903) beschreibt — mit dem 
Schiffschen Reagens, es gibt aber auch Fille, wo sich die Kutikula gar 
nicht farbt. Von Zellinhaltskérpern, die Aldehydreaktion geben, sind bei 
Molisch nur vermerkt: Oltropfen in Olzellen von Laurus, Myrtus, ferner 
dlige Tropfen im Samenfleisch von Ginkgo und in den Zellen der Wurzel- 
knollen von Dahlia. Hurel-Py (1936) macht iiber die Plasmalreaktion in 
Pflanzenzellen folgende Mitteilung: Condriosomen und Plastiden geben die 
Reaktion nicht, ebensowenig im allgemeinen Fettiropfen, eine Ausnahme 
machen die fettartigen Kérper in den Epidermiszellen der Petalen von 
Tulipa, die sehr deutlich reagieren. Die Membranen mancher Algen und 
alle mit Kutin oder Lignin impragnierten Zellwande farben sich im Schif f- 
schen Reagens. Nach Reilhes (1936) spricht eine Farbung durch das 
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Schiffsche Reagens fiir die Gegenwart von Lipoiden, insofern das Vor- 
handensein von atherischen Olen, Gerbstoffen oder Zuckern ausgeschlossen 
werden kann. Milovidov (1940) fand, daf die Zellwande von Selaginella 
und Lycopodium mit dem Schiffschen Reagens violette Farbung geben. 
Literatur tiber das Vorkommen von freien und gebundenen Aldehyden im 
Pflanzenreiche zitieren Bersin und Mitarbeiter (1941), in diesen Arbeiten 
wird aber auf die histologische Lokalisierung der Aldehyde kaum einge- 
gangen. 

Von den Myelinfiguren bildenden Sekreten oder Zellsaftlipoiden werden 
die von Verbascum Blattaria sicherlich nicht die einzigen sein, die die 
Schiffsche Reaktion geben und daher méglicherweise Acetalphosphatide 
enthalten. Nach eigenen Beobachtungen fallt am Sekret der Fettdriisenhaare 
von Salvia glutinosa die Plasmalreaktion positiv aus, an dem von Salvia 
pratensis nicht, das der ersteren Pflanze bildet Myelinfiguren, an dem der 
letzteren konnten wir keine beobachten. Das fettige Sekret von Impatiens 
parviflora, von dem Lingelsheim (1920) schéne Myelinformen beschreibt. 
farbt sich im Aldehydreagens intensiv violett. Positive Schiffsche Reak- 
tion gibt auch das Sekret der Driisenhaare von Anthirrhinum maius. Die 
von Driisenhaaren umgebenen Interzellularraume der Friichte von Poly- 
gonatum multiflorum sind mit einer schleimartigen Masse erfiillt (Bud- 
nowski 1922). Nach Kellermann (1950) zeigt diese Substanz intensive 
Plasmalfarbung. Auf die Fahigkeit, Myelinformen zu bilden, wurde das 
Ol nicht untersucht. Das nach Nestler (1905) Myelin bildende Sekret der 
Frucht von Capsicum annuum wird im Schiffschen Reagens rasch violett. 
Im Safte des Fruchtfleisches von Ginkgo biloba farben sich grofe dlige 
Tropfen mit dem Schiffschen Reagens, ebenso die dligen Tropfen in den 
Wurzelknollen von Dahlia variabilis (Molisch 1923, 160), von den Lipoi- 
den der ersteren Pflanze ist durch Senft (1907) bekannt. daf sie sich zu 
prachtvollen Myelingestalien formen. 

Andere pflanzliche Myelinbildungen und Myelin bildende Sekrete, wie 
die ,,Schwingenden Faden“ der Wasserbehialter von Dipsacus silvestris, die 
Fliissigkeit des Wasserkelches von Aconitum variegatum (Lit. bei Hartel, 
Kenda, Weber 1950), sind darauf, ob sie sich Plasmal positiv oder negativ 
verhalten, noch nicht untersucht worden. 

Vielleicht sind auch die von Molisch (1923, 162) als ,,Aldehydtropfen“ 
bezeichneten Gebilde in jungen Blattern von Potamogeton-Arten Plasmale; 
sie wurden von Lundstrém (1888) und Lidforss (1898) beschrieben und 
geben die Schiffsche Reaktion. Lipoide, vor allem Phosphatide im Zell- 
saft sind schon oft angegeben worden, vor allem von franzésischen Forschern, 
verwiesen sei besonders auf die Arbeiten von Guilliermond 1937, Buvat 
1936, Reilhes 1936, wo auch die Literatur eingehend erértert ist. Immer 
wieder hat es sich gezeigt, daft der Lipoidgehalt des Zellsaftes hinsichtlich 
seiner Quantitaét, aber auch Qualitaét starken Schwankungen unterworfen 
isi, die zum Teil von inneren Bedingungen, wie dem Entwicklungszustand 
der betreffenden Pflanzenorgane, zum Teil aber auch von duferen Bedin- 
gungen wie der Temperatur abhangen. Von solchen Anderungen in der Be- 
schaffenheit der Lipoide haingt es wohl auch ab, daf bei Verbascum sowohl 
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die Idioblasten als auch das Sekret der Driisenhaare die Schiff sche Reak- 
tion einmal rasch und intensiv, ein anderes Mai aber nur schwach und nach 
langerer Einwirkung geben. 

Uber die Léslichkeit des Idioblasten-Inhaltes wurde folgendes ermittelt: 

Alkohol: Nach 48stiindigem Aufenthalt der Kelchblatter in 96% Alko- 
hol sind die Idioblasten ,,leer“; sie lassen sich mit Neutralrot nicht mehr 
farben und geben auch die Feulgen-Reaktion nicht mehr. Der Inhalt ist 
also alkoholléslich. 

Ather: Nach 48stiindigem Liegen der Kelchblatter in Ather sind die 
{dioblasten ebenfalls ,,leer“, der Inhalt ist demnach auch atherliéslich. Ahn- 
lich verhalten sich die Idioblasten in Chloroform und Benzol. 

Aceton: Nach 48stiindigem Aufenthalt der Kelchblatter in Aceton sind 
die Idioblasten unverandert, ,,voll“. Anfarbung mit Neutralrot (pH 7) gibt 
noch gelbe Fluoreszenz, Fluorechromierung mit Akridinrot (pH 11) gelblich- 
weike bis blaue Fluoreszenz. Der Inhalt ist also in Aceton unléslich; das 
ist fiir Lecithin charakteristisch. Was die Plasmalreaktion betrifft, so falit 
sie nach Vorbehandlung mit Sublimat mit gleicher Geschwindigkeit und in 
gleicher Intensitaét aus wie ohne Vorbehandlung; im Sinne von Feulgen 
wiirde also nicht Plasmalogen (wie in tierischen Zellen), sondern bereits 
Plasmal vorliegen. Nach Vorbehandlung der Kelchblatter mit Phenylhydra- 
zin unterbleibt dort, wo das Reagens an die Idioblasten herangekommen 
ist, die Plasmalfarbung; das spricht nach Feulgen dafiir, daf es sich um 
eine echte Plasmalfarbung handelt und nicht um eine Pseudofarbung. 

Uber das farberische Verhalten der Idioblasten lief sich bisher noch 
folgendes ermitteln: 

Die Sudan-III-Reaktion fallt wechselnd aus, manchmal positiv, haufiger 
negativ, ob diese Differenzen in Unterschieden der Beschaffenheit des In- 
haltes, in Zutrittsschwierigkeiten oder darin begriindet ist, da die Lipoide 
leicht herausgelést werden, lie® sich nicht unterscheiden. Mit lecithin- 
gesattigtem Sudan war das Ergebnis nicht anders. 

Akridinrot wird gespeichert, bei neutraler Reaktion fluoreszieren dabei 
die Idioblasten lebhaft gelb, bei stark alkalischer Reaktion (pH ca. 11) 
leuchten sie intensiv blau auf; dies ist nach Strugger (1941) ein Zeichen 
fiir Speicherung in lipoider Phase (gleich der gelben Fluoreszenz nach Fiar- 
bung mit Neutralrot). Die Idioblasten sind auch durch starke Affinitat zu 
vielen Diachromen ausgezeichnet: Fast elektiv farben sie sich mit Vital- 
neurot, Trypanblau, Congorot, weniger elektiv, aber auch intensiv mit Gen- 
tianaviolett, das speziell durch Lecithin gebunden werden soll. Brillant- 
cresylblau farbt die Idioblasten mit reinem Blau, nach H6éfler ist dies fiir 
.volle* Zellsifte bezeichnend. 

Weitere Angaben iiber das Verhalten der Idioblasten wird eine Mit- 
teilung von Hartel (1951) bringen. 

Die angegebenen Lislichkeitsverhaltnisse sowie der Ausfall der durch- 
gefiihrten Reaktionen geniigen wohl noch nicht, um einen eindeutigen Nach- 
weis fiir den Phosphatid- und speziell Acetalphosphatid- (Plasmal-) 
Charakter des lipoiden Inhaltes der Idioblasten zu fiihren. Erwiinscht 
waren Vitalfirbungen mit Pyronin nach Strugger (1941) bzw. der fluo- 
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reszenzoptische Nachweis nach Spek (1943) sowie andere spezielle Lipoid- 
farbungen (vgl. Lison 1936). Da aber die dazu nétigen Farbstoffe derzeit 
nicht zur Verfiigung stehen und auch die Vegetationsperiode der Verbascum- 
Pflanzen zu Ende geht, miissen solche Farbungen einer spateren Fortsetzung 
der Untersuchung vorbehalten bleiben. Wenn in dieser Mitteilung die Idio- 
blasten kurz als ,,Plasmal-Idioblasten“ bezeichnet werden, so ist diese Be- 
zeichnung eine blof vorliufige und der Ausdruck einer Vermutung, fiir die 
immerhin manches spricht. 

Es bleibt noch zu erértern, in welchem Teil der Zelle sich die fragliche 
Lipoidsubstanz befindet. Bisher wurde dariiber nur gesagt, daft der stark 
lichtbrechende Inhalt die ganze Idioblastenzelle zu erfiillen scheint. Tat- 
séichlich ist bei Lebendbeobachtung eine Unterscheidung zwischen (wand- 
standigem) Zytoplasma und Zellsaftraum (Vakuoleninhalt) nicht méglich. 
Ein Verstandnis fiir die eigenartigen cytologischen Verhiiltnisse scheint uns 
am besten angebahnt durch einen Vergleich mit dem Inhalt der Epidermis- 
zellen von Monotropa, die ebenfalls mit einer perlmutterglianzenden Masse 
erfiillt sind. 

Biedermann (1920) hat in einer sehr wenig beachteten Arbeit iiber den 
,Lipoidgehalt des Plasmas bei Monotropa™ berichtet. Plasmolyse und mikro- 
chemische Untersuchungen an den Zellen der Stengelschuppen von Mono- 
tropa lassen Biedermann ,,an der Tatsache nicht zweifeln, da® in den 
Schuppenzellen von Monotropa fettahnliche Substanzen in inniger Mischung 
mit dem ,Plasma‘ reichlich enthalten sind“. Nach Biedermann besteht 
der Inhalt dieser Zellen ,,aus zwei Komponenten: einer stark lichtbrechen- 
den, alkoholléslichen Substanz und ,Plasma* von gewoéhnlichem Aussehen. 
Beide stehen aber zueinander nicht in dem Verhialtnis von Plasma und 
Plasmaprodukt (wie etwa das Fett in einer Fettzelle), sondern sie bilden 
offenbar zusammen die ,lebende Substanz’ der Zelle*. Weber (1932) hat 
sich zu dieser Auffassung in folgender Weise geaiufert: Nach der Vorstellung 
von Biedermann ware bei den Monotropa-Zellen kein zentraler Zellsaft- 
raum ausgebildet wie sonst in erwachsenen Pflanzenzellen, sondern der 
ganze Inhalt bestiinde aus lipoidreichhem Cytoplasma, also aus einer Art 
.Fettplasma” (vgl. Czapek 1919). Es wiirden demnach diese Zellen eineu 
Protoplastenbau zeigen, wie er bei erwachsenen, im aktiven Leben sich be- 
findenden Pflanzenzellen bisher iiberhaupt nicht bekannt ist. Nach der 
Beobachtung von Weber bieten nun aber die Monotropa-Zellen zwar ein 
eigenartiges Bild, so atypisch, wie Biedermann dadhie, sind sie nun aber 
doch nicht gebaut. Der Zellinhalt besteht nicht zur Ginze aus einem Lipo- 
plasma, es ist vielmehr auch hier eine Scheidung von wandstaindigem Cyto- 
plasma und zentralem Zellsaftraum vorhanden. 

Allerdings ist das wandstandige Cytoplasma dem Volumen nach iuferst 
reduziert und der voluminése Zell-,,Saft“ ist eine auffallend zahe, leicht 
gelbliche Masse mit einer fiir Lipoide charakteristischen Lichtbrechung. Die 
Zentralvakuole besteht da offenbar zur Ganze aus einem Lipoid (Phospha- 
tid) Sol. 

Was in obigem fiir die Epidermiszellen von Monotropa gesagt wurde, 
scheint uns nun im wesentlichen auch fiir die Verbascum-Blattidioblasten zu 
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gelten. In vivo laft sich auch in diesen Zellen selbst bei Plasmolyse meist 
kein Cytoplasma sehen. Wenn aber mit Neutralrot gefarbte Idioblasten 
plasmolysieren, dann sieht man bei langer dauernder Plasmolyse in 1 mol. 
CaCle-Lésung an der Oberflaiche des Tonoplasten ein feines Cytoplasma- 
Netz, in dem der Zellkern liegt. Das Plasmolyse-Verhalten der Idioblasten 
bedarf im iibrigen weiterer Untersuchung. Es kommt namlich sehr haufig 
vor, daf die Idioblasten selbst in 1—2 mol. Traubenzucker- bzw. CaCl:- 
Lésung iiberhaupt nicht plasmolysieren, wahrend die dariiber liegenden 
Epidermiszellen und die iibrigen Mesophyllen hochgradige Plasmolyse auf- 
weisen. 

Es kann sich dabei nicht etwa um eine Permeabilitaitserhéhung durch 
Wundrandnihe handeln, denn das ,,Plasmolytikum” wurde durch Infiltra- 
tion des intakten Blattes an das Mesophyll herangebracht. Auch dann, wenn 
in den Idioblasten Plasmolyse zustande kommt, ist der Plasmolyseeintritt 
auRerordentlich verzégert im Vergleich zum Plasmolysebeginn in den Epi- 
dermiszellen und der Grad der Plasmolyse bleibt meist gering. Nach 20stiin- 
digem Aufenthalt in mit Neutralrot gefarbter 2 mol. CaCl.-Lésung zeigen 
einzelne Idioblasten das Bild einer Tonoplastenplasmolyse: der kontra- 
hierte Tonoplast intensiv rot gefarbt, umgeben von einem licht gelblichroten 
Cytoplasmateil, der nicht abgehoben ist. 

Die Blattaria-Idioblasten fluoreszieren mit Akridinorange vital gefarbt 
bei pH 2 gelbgriin, ebenso wie bei alkalischer Reaktion. Sie besitzen also 
im Sinne von Héfler (1947, 1949) einen .,vollen“ Zellsaft, ja einen Zellsaft, 
den man gewissermafien als extrem voll bezeichnen méchte. Weber (1932) 
hat sich iiber den Lipoidzellsaft von Monotropa, wie folgt geaufert: Wenn 
auch hier ein extremer Fall vorliegt, so gibt es doch sicherlich in den Zellen 
der Pflanzen alle Ubergange von iiberaus lipoidreichen Zellsiften und dem 
lipoidarmen wasserigen Vakuoleninhalt, den man gewohnlich als den Typus 
des ,,Zellsafies* ansieht. Im Verbascum Blattaria-Blatt sind die Idioblasten 
die Zellen mit dem lipoidreichsten Zellsaft, aber auch andere Zellen 
enthalten dieses Lipoid, wenn auch offenbar nicht in der gleichen Konzen- 
tration und vielleicht auch nicht von gleicher Beschaffenheit, so die Stiel- 
zellen der Driisenhaare und die Driisenzellen selbst. Es erscheint daher die 
Annahme naheliegend, daft der Besitz solcher oder ahnlicher Lipoide (Phos- 
phatide) den pflanzlichen Zellsaften den Charakter verleiht, den Héfler 
(1947) fiir den ,,vollen“ Zellsaft als kennzeichnend betrachtet. Nach Héf- 
ler (1947) kénnen ,,volle“ Zellsafte ,,lipoidreich™ sein und Gicklhorn 
(1932) hat fiir das viel untersuchte Objekt mit vollem Zellsaft (Epidermis- 
Unterseite der Allium-Zwiebelschuppe) Lipoide nachgewiesen, die Myelin- 
figuren bilden. Wenn die Allium-Zeilen keine ,,Plasmalreaktion“ geben, so 
kann dies seinen Grund darin haben, daft ihr Lipoidgehalt im Vergleich zu 
dem der Verbascum-Idioblasten doch zu gering ist oder aber darin, daf die 
Allium-Zellsaftlipoide keine Acetalphosphatide, sondern Lipoide anderer 
Art sind. Das gleiche gilt fiir das Lipoid der Monotropa-Epidermiszellen. 

Seit den Untersuchungen von Hansteen-Cranner (1919) ist es be- 
kannt, da Phosphatide aus dem Cytoplasma durch die Membran nach 
aufen treten kénnen; sie kénnen dies offensichtlich ganz besonders bei 
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manchen Driisenhaaren, wie denen von Verbascum Blattaria. Die Phos- 
phatide kénnen aber auch aus dem Cytoplasma in grofer Menge nach innen 
in die Vakuole iibertreten und dort einen ,,vollen™ Zellsaft bilden, wie in 
den Epidermiszellen von Monotropa und in den Blattidioblasten von Ver- 
bascum Blattaria. 

Auf die Frage nach einer physiologischen Bedeutung der lipoid- (phos- 
phatid-) reichen Idioblasten soll nicht eingegangen werden, sie liefe sich 
nur erdrtern im Zusammenhang mit dem allgemeineren Problem der Be- 
deutung der Phosphatide, denen fiir den Stoffwechsel und Stofftransport 
der Zelle eine groBe Rolle zugeschrieben wird. Grafe (1927, 1933, 1934) hat 
dazu beachtenswerte Uberlegungen angestellt (vgl. auch Lehnartz 1940, 
Weifenbéck 1946). Pischinger (1941) hat fiir die Niere einen Anta- 
genismus im Vorkommen von Acetalphosphatid und Vitamin C festgestellt. 
Es ist auffallend, daf sich im Ascorbinsaéure-Reagens nach Giroud (1938) 
(saure Silbernitratlésung) die Idioblasten nicht schwiarzen, dagegen wohl 
die umgebenden Chlorenchymzellen. 

Ob die Plasmal-Idioblasten, das sind die Anhaufungen einer in geringer 
Menge fiir alle Zellen lebenswichtig erachteten Substanz in speziellen Zellen. 
eine biologische Bedeutung hat, ist fraglich. Nicht alle anatomischen Struk- 
turen miissen einen ,,Sinn“ haben. Boas (1949, 11) wiirde in solchen 
sonderzellgestalten™ vielleicht wie in anderen Idioblasten den Ausdruck 
eines Stoffwechsel-,,Exzesses* sehen. 


Zusammenfassung 


In den Kelchblattern von Verbascum Blattaria sind im Mesophyll Idio- 
blasten vorhanden, die durch besondere Gréfe und starke Lichtbrechung 
auffallen. Der Vakuoleninhalt dieser Zellen ist lipoidreich, gallertig und 
kann beim Austreten in Wasser Myelinfiguren bilden. Der Vakuoleninhalt 
farbt sich mit dem Schiffschen Aldehydreagens ohne Vorbehandlung 
rasch violett; nach den Léslichkeitsverhalinissen und dem Ausfall ver- 
schiedener Reaktionen und Farbungen wird vermutet, daft er Acetalphos- 
phatid (Plasmal) enthalt. 
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Wher ursiichliche Faktoren der polychromen Fluoreszenz 
von Geweben und Gewebestrukturen nach Fluorochro- 
mierung mit nur einem Fluorochrom 

Von 


Dora Boerner-Patzelt 
(Aus dem Institut fiir Histologie und Embryologie, Vorstand Prof. Dr. Zawisch) 


(Eingelangt am 17. Oktober 1950) 


Eine bemerkenswerte Eigenschaft der Fluorochrome ist ihre Fahigkeit, 
den verschiedenen Geweben und Gewebsstrukturen auch dann im UV.- 
Licht differente Farbe zu verleihen, wenn man nur mit einem Fluoro- 
chrom fiarbt. 

Die Ursachen dieser Erscheinung sind zum Teil noch ungeklart oder 

umstritten. Als bekannte Faktoren kann man anfiihren: 
' 14. Die verschiedene Fluoreszenzfarbe ihrer Ionen und Molekiile. Da 
die Fluorochrome je nach pH-Bereich der Farbflotte verschieden stark oder 
auch gar nicht dissoziiert sind, kommt es in dem Umschlagsgebiet von dem 
dissoziierten in den molekularen Zustand unter gewissen Umtianden zu 
Mischfarbungen, weil in diesem Bereich sowohl Ionen als auch Molekiile 
vorhanden sind. Die Bedingungen fiir solche Mischfarbungen sind dann 
gegeben, wenn das Substrat sowohl lipophile wie elektrisch geladene hydro- 
phile Gruppen besitzt (Strugger 1949). Je mehr vom pH der Farbflotte 
abhingige Molekiile oder Ionen vorhanden sind, um so mehr wird sich der 
Fluoreszensfarbton des Substrates jenem der Molekiile oder jenem der 
Tonen nihern. Es ist hinzuzufiigen, daB heute die meisten Autoren an- 
nehmen, daf die Fluorochromionen, genau so wie die Ionen von Hellfeld- 
farben (Pischinger 1926, Zeiger 1938 u. a.), elektroadsorptiv an die 
Eiweifisubstanzen gebunden werden (Jensen 1933, Strugger 1940, 
1941, 1949). 

2. Der von Strugger (1940, 1941, 1942, 1948, 1949) zuerst entdeckte 
und beschriebene Konzentrationseffekt. Darunter versteht dieser Autor die 
Figenschaft mancher Fluochrome (Akridinorange), je nach Konzentration 
in verschiedenen Farben zu fluoreszieren und den Substraten in Abhangig- 
keit der Farbflottenkonzentration verschiedene Fluofarben zu verleihen. 
Akridinorange wurde in dieser Hinsicht besonders eingehend von Strug- 
ger (l.c.), Héfler (1947a, 1947b, 1949a, 1949b) und Dangel (1950) 
studiert. 

3. Die elektrostatische Ladung der Substrate. Man kann daher mit 
gestuft gepufferten Fluorochromlésungen verschiedene Anfarbungsschwellen 
fiir die EiweiRsubstanzen der Gewebe und Gewebestrukturen, je nach der 
Lage ihres IEP, erhalten. 
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Hier mochte ich auf zwei weitere Punkte hinweisen, die bis jetzt meiner 
Ansicht nach noch keine geniigende Beriicksichtigung fanden. Diese sind: 

4. Die Polydispersitét mancher Fluorochrome. Strugger 1949 fiihrt als 
Beispiel Primulin an. Er versteht unter polydispersen Fluorochromen 
solche, die kolloiddispers sind und in denen sich zwei Phasen verschiede- 
ner Dispersitat feststellen lassen. ,,.LaRt man Primulin in eine 10% Gela- 
tinesiiule diffundieren, so tritt eine deutliche Phasentrennung zutage. Eine 
schnell diffundierende ultramarinblau fluoreszierende Komponente eilt einer 
sehr langsam diffundierenden gelb fluoreszierenden Komponente voraus. 
Hier handelt es sich um eine Polydispersitat, welche fiir die Fluorochromie- 
rung organischer Strukturen insofern von Bedeutung ist, als feinporige 
Systeme sich nur ultramarinblau, grobdisperse sich auch gelb fluoro- 
chromieren lassen.” 

5. die Farbedauer; 

6. Das Mengenverhaltnis zwischen Fluorochromflotte und Substrat. 

Zweck meiner Untersuchungen war die Beantwortung folgender Fragen: 

1. Inwieweit wird die polychrome Fluoreszenz der Substrate nach 
Fluorochromierung mit nur einem Fluorochrom durch das pH und die Kon- 
zentration der Fluofarbflotte bestimmt und wieweit liegen die Ursachen 
hiefiir im Substrat selbst? 

2. Worauf ist die Griinfluoreszenz vital fluorochromierter, respektive die 
Rotfluoreszenz toter Zellkerne zuriickzufiihren? 

3. Welche Ursache hat die Anfarbung der Substrate unter ihrem [EP? 

4. Ist es méglich, mit einiger Genauigkeit aus den verschiedenen Fluo- 
farbténen auf den chemischen Charakter der Eiweiffkomponenten des 
Substrates Schliisse zu ziehen? 

Strugger fand, daf nicht nur durch verschiedene Konzentration der 
Akridinorangelésung Veranderung der Wellenlinge des emittierten Lichtes 
von Farbflotte und Substrat hervorgerufen werden. Bei gleichbleibender 
Konzentration der Akridinorangeliésung (1: 10,000) konnte er Griinfluo- 
reszenz bei lebendem Substrat feststellen gegeniiber der kupferroten 
Fluoreszenz derselben toten Substrate. In dieser Hinsicht untersuchte er 
1942 lebende und tote Bakterien, 1944 Kerne von lebenden und toten Zellen 
von Hefe und 1940—1949 von Allium cepa. Er fiihrte anfangs diese Er- 
scheinung ebenfalls auf einen, sich diesmal im Substrate abspielenden 
Konzentrationseffekt zuriick. Spiter spricht er die Ansicht aus (1949), dal 
die Ursache fiir diese Farbanderung méglicherweise in dem komplizierten 
mizellaren Umbau zu suchen ist, welche die Eiweilisubstanzen beim Zell- 
tode erleiden. 

Héfler (1948, 1949b) bestatigt die Untersuchungen Struggers ist 
aber der Ansicht, daf} es sich um eine verschiedene Farbstoffbindung an die 
Eiweifisubstanzen lebender und toter Kerne handelt. Erstere sei eine 
chemische und nur letztere eine elektroadsorptive Bindung. Er stellt ferner 
fest, da Griinfluoreszenz der Zellkerne von Allium cepa auch dann auf- 
tritt, wenn man mit einer Akridinorangelésung von pH 2,0—35 fluoro- 
chromiert, also unter dem IEP der Kerne, welcher anerkanntermafen zwi- 
schen pH 4 und 5 liegt. Diese vitale Griinfluoreszenz der Kerne von Allium 
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cepa wie auch ihre Griinfluoreszenz unter dem IEP kann er durch Nach- 
behandlung mit Salzlésungen nicht auswaschen. Seit Pfeffer (1886) weil 
man, daft elektroadsorptive Farbungen durch Salzlésungen wieder ent- 
farbt werden kénnen. Héfler sieht daher die Resistenz der Griin- 
fluoreszenz als Beweis dafiir an, dafi hier keine elektroadsorptive. sondern 
eine chemische Bindung vorliegt. 

Daf Rotfluoreszenz bei vitaler Fluorochromierung mit Akridinorange 
kein sicherer Beweis fiir den Zelltod ist, zeigte Stockinger (1950) an 
Spermien. Er fand, dafi auch Spermien mit rotfluoreszierenden Képfen 
volle Beweglichkeit besitzen. 


Material und Methodik 


Als Substrat wurden Aktomyosinfilme, welche ich der Liebenswiirdigkeit des 
hiesigen pharmakologischen Institutes verdanke, gewahlt, weil sie relativ einheit- 
liche Eiweifsubstanzen darstellen. Als Mischsubstrat verwendete ich Hiihnereiweif. 
Fiir die Untersuchung lebender und toter Zellkerne dienten mir, wie Strugger 
und Héfler, Epidermishiutchen von Allium cepa, ferner Lymphozyten aus dem 
dorsalen Lymphsack von Rana esculenta, 

Fluorochromiert wurde ausschlieBlich mit Akridinorange (Prap. Geyger) und 
Pyronin (Prap. Griibler). Die Pufferreihen wurden mit Phosphaten nach Be- 
rechnung, ohne nachtragliche ionometrische Kontrolle hergestellt. Die Bereiche lagen, 
um mdglichst starke Kontraste zu erhalten, weit auseinander (pH 2,09; 6,36; 11,15). 
Die Konzentrationsunterschiede betrugen Zehner-Potenzen und reichten bei pH 2,09 
von 1: 100 bis 1: 100.000; bei pH 6,36 und pH 11,15 konnten 1% Lésungen nicht ver- 
wendet werden, weil sich in diesem Bereich die Farbstoffe erst ab 1 : 1000 vollstandig 
lésen. 

Pyronin wie Akridinorange wurden von Strugger (1940/41) in die Technik 
der Fluorochromierung eingefiihrt. Er verwendet Praparate von Hollborn; meine 
Resultate stimmen mit den seinen bis auf kleine Abweichungen, die keine Rolle 
spielen, iiberein. Es handelt sich um kathodische, also basische Farbstoffe, die nach 
seiner Ansicht, wie schon erwahnt, elektroadsorptiv an das entgegengesetzt geladene 
Substrat gebunden werden. Sie liegen im sauren Bereich in dissoziiertem Zustand 
vor. Fiir Pyronin liegt der Umschlagsbereichh nach Strugger (Prap. Hollborn 
1941) zwischen pH 10,0—10,3, Die Ionen fluoreszieren in gelbem, die Molekiile in 
ultramarinblauem Ton. Dementsprechend weisen mit Pyronin behandelte Eiweif- 
substanzen iiber ihrem IEP eine gelbe bis rétliche Fluoreszenz auf, Fette eine ultra- 
marinblaue. Der IEP la8t sich mit Pyronin feststellen, doch sei gleich hier erwahnt, 
da eine hellgelbe Anfarbung schon unterhalb des IEP.-Bereiches der Substrate be- 
ginnt. Eine Beobachtung, die mit den Untersuchungen Héflers an Allium cepa 
(1949 a, b) mit Akridinorange iibereinstimmt. 

Komplizierter sind die Fluorochromierungserscheinungen, die man mit Akridin- 
orange erhalt, da hier der Konzentrationseffekt eine so grofe Rolle spielt, da® man 
ihn nicht unberiicksichtigt lassen kann. Akridinorange wurde 1889 von Bender 
synthetisch aufgebaut. Jensen fand 1933 den Umschlagspunkt vom dissoziierten 
in den molekularen Zustand zwischen pH 8,4 und pH 10,4. Gepufferte Farb- 
lésungen dieses Fluorochroms untersuchte Strugger i941. Die Pufferung geschah 
mit Phosphaten. Er beobachtet' bei einer Konzentration von 1: 10.000 keine wesent- 
lichhe Farbabhingigkeit vom pH der Farbflotte. Dagegen zeigte es sich, daf die 
Fluoreszenzfarbe bei einer Verdiinnung 1 : 100 kupferrot ist, dann iiber orange und 
gelbe Farbténe in gelbstichiges Griin iibergeht, um schlieBlich in sehr starken Ver- 
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diinnungen, 1 :100.900, griinblau bis graublau zu fluoreszieren. Seine Priifung pH- 
gestufter Akridinorangelésungen 1 : 10.000 mit Toluol (1949) ergab keine Anfarbung 
des Toluols bis pH 3,34; diese erfolgte erst bei'pH 4,48. Strugger nimmt daher an, 
da diese Farbe in sehr sauren Bereichen vollstandig dissoziiert ist. 

Neuerdings hat Dang] (1950) sich mit der Erforschhung der Akridinorange- 
fiirbung beschaftigt. Er priift den Konzentrationseffekt mit einer spektroskopischen 
Methode und Hilfe einer Wolfram-Punktlampe als Lichtquelle. Sicher ist diese 
objektive Methode der subjektiven Bestimmung der Farbténe nach den Farbtafeln 
von Ostwald, die Strugger und ich beniitzen, vorzuziehen. Ich bin aber der 
Ansicht, daf letztere in den meisten Fallen fiir unsere histologischen Zwecke aus- 
reicht. 

Interessant ist die Angabe Dangls, da Elektronen abgespalten werden, wenn 
man Strahlen sichtbaren Lichtes durch eine Liésung von Akridinorange 1 : 1000 
sendet, was fiir die hohe Aktivitét dieses Farbstoffes spricht. 


Priifung des Konzentrationseffektes bei gestuftem pH und gleich- 
bleibendem Verhiltnis der Masse von Farbflotte und Substrat 


Wie oben angegeben, wurde von jedem der drei verwendeten pH-Be- 
reiche eine Reihe von Konzentrationen in ansteigenden Zehner-Potenzen von 
i: 100 bis 1: 100,000 hergestellt. Von diesen Farbflotten wurden zur Fluoro- 
chromierung je 1cm® in kleine Deckelglaschen gebracht und mit 1 cm?’ 
grofen Filmen von Aktomyosin beschickt. Die erste Untersuchung fand 
nach 3 Minuten statt, die zweite nach 16 Stunden. Es wurde im UV-Licht 
gepriift: erstens die Fluoreszenz der Farbflotte vor und 16 Stuncen nach 
der Beschickung, zweitens die Fluoreszenzfarbe des Myosinii!ms nach 
3 Minuten und 16 Stunden. 

Fiir die Farbflotte ergaben sich folgende Fluoreszenzfarben: 


Tab. 1. Fluoreszenz der Farbflote von Akridinorange bei gestuftem pH, variierter 
Konzentration und Zeit. 











om Konzentration 
wile geet 1:1000 | 1:10,000 1: 100,000 
| 
0 feuerrot , orange gelb | griinlichgelb 
6 pa 4 pa | 4 ga 
2,09 | | 
16Std.. rotorange | gelborange  lehmgelb _ blaf gelb— 
6 la 4 la 2 ea | griingrau lic 
: - ata ge ne ee ane at Slee 
0 gelbgriin gelb | grasgriin 
griin | 
6,36 | 
16 Std. blaB- hellgriin graugriin 
| gelbgriin 20 ge 
0 zitronengelb| gelbgriin | griin 
1 na | gelbstichig 
10,15 | 
16Std. gelbgriin | stumpfgriin | blaf el . 
23 ga 23 ie | griin 22 ge 


Die Fluofarbeffekte der Atomyosinfilme zeigt Tabelle 2: 
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Die Farbbestimmung geschah nach den Farbtafeln von Ostwald. Zur 
Untersuchung der Farbtropfen wurden durch Aufkleben feiner Glas- 
streifen von Objekttrigerdicke auf den UV-Objekttrager und Dariiber- 
legen von Deckglischen gleichmaftige Kammern geschaffen. Die Farbangabe 
der Tabelle sind Mittelwerte aus mehreren Untersuchungen. 

Aus den Tabellen 1 und 2 geht hervor, dal} sowohl was die Farbflotte 
anlangt, als auch was das Substrat betrifft, eine Zunahme der Konzentration 
eine Anderung der Fluofarbténe von Griin tiber Gelb und Orange nach 
Kupferrot aufweisen. Zunehmende Alkalisierung der Akridinorangelésung 
bewirkt im Substrat eine gleichsinnige Anderung, die aber wesentlich ge- 
ringer ist. (Worauf das umgekehrte Verhalten der Farbiéne in der Liésung 
unter diesen Bedingungen zuriickzufiihren ist, konnte nicht geklart werden.) 


Tab. 2. Konzentrationseffekt im Myosinfilm nach Fluorochromierung mit gestuft 
gepufferter Akridinorangelésung verschiedener Konzentration und Zeit. 





H | Zeit Konzentration in Zehnerpotenzen 
pH | Zei asin pad sdas Cid lh ane 
1:100 | 1:1000 | 1:10,000 1: 100,000 





'3Min.| zitronengelb| tage gelbgriin | grasgriin 
| 1 24 ga 


| pa 4g 23 ia 22 ia 
a 16 Std. goldgelb (zitronengelb| gelbgriin | blaugriin 
2 pa 1 la 23 ia 20 ia 
'3 Min. goldgelb gelbgriin blaugriin 
| 2 ia 23 ia 19 ia 
"16 Std. feuerrot | gelb gelbgriin 
6 pa 2 ia 23 ia 
|3 Min. goldgelb gelbgriin dki blau — 
2 ia 23 ia griin 19 la 
10,15 | 
\16 Std.! feuerrot goldgelb —_ griingelb 
| | 6pa 2 ia 24 la 


Eine Anfarbung unter dem IEP (Héfler, Toth u. Luhan 1949) war auch 
bei den Aktomyosinfilmen (IEP des Myosins liegt bei pH 5,4) bemerkbar. 

Auffallig ist der grofe Einfluf, den die Einwirkungszeit sowohl auf den 
Aktomyosinfilm wie auf die Farbflotte in entgegengesetztem Sinne ausiibt. 
Nach kurzer Fluochromierungsdauer sind die Farbténe der Flotte (was aus 
der Tabelle hervorgeht) unverandert. Die Farbe des vom Substrate emit- 
tierten Lichtes halt sich immer in griingelben Ténen. Erst bei 16stiindiger 
Einwirkung werden sie gelb bzw. bei hohem pH und hoher Konzentration 
feuerrot. Ein umgekehries Verhalten kann man an der Farbflotte wahr- 
nehmen, welche anfangs bei hohem pH und starker Konzentration gelb bis 
feuerrot fluoresziert, waihrend nach i6stiindiger Einwirkung die Farbténe 
sich mehr gegen Griin verschieben. 

Fiir diese gegensinnige Beeinflufung von Farbflotte und Substrat durch 
die Zeit der Farbung spricht besonders deutlich folgender Versuch: 
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Ich brachte in 2 cm* Akridinorangelésung in einer Konzentration 1 : 10,000 
und von pH 7,11 einen 2cm* grofen Aktomyosinfilm. Die Untersuchung 
der Farbflotte geschah vor und am Ende des Versuches. Der Aktomyosin- 
film wurde nach 16 Stunden aus der Farbflotte entfernt und durch einen 
neuen ersetzt, welcher nun noch 46 Stunden in ihr verblieb. Die Unter- 
suchung des ersten Filmes erfolgte nach 3 Minuten und nach 16 Stunden, 
des zweiten nach 46 Stunden. 

Die Fluoreszenz der Farbflotte war vor dem Beginn des Versuches gelb, 
am Ende desselben, also nach 64 Stunden, blafgriin. Der Film fluoreszierte 
nach 3 Minuten gelb. nach 16, respektive 46 Stunden dagegen feuerroi. 


Tab. 3. Anderung der Fluoreszenz von gepufferten Pyroninlésungen bei variierter 
Konzentration und Einwirkungszeit auf Aktomyosinfilme. 








: Konzentration 
pH meet jis pice oe : cf Canes Sah: Eh 
1: 100 1:1000 1:10,000 | 1: 100,000 | 1: 1.000,000 
0 tief orange |zitronengelb| hellgelb mattgelb graugelb 
6 pa 1 pa 1 ia 1 ea 1 ca 
2.09 24 Std.  rotorange /hellzitronen-| griingelb graugelb blasser 
‘ 5 pa gelb 1 la 1 Ie 1 ge 
72 Std. rosa 7 ia hellzitronen-| bla® griinl.- grau grau 1 ea 
gelb 1 ia | gelb 1 ga 
0 rotorange goldgelb hell zitronen-| gelblichgrau | gelblichgrau 
6 la hell 2 la | gelb 1 ia 
TAI 24 Std. rotorange hellzitronen-| griingelb graugelb | grauweif 
? 5 la gelb | la lie 1 ge 
72 Std. | hellorange hell zitronen-- graugelb grau l ec | grauweif 
3-4 ia gelb | ga 1 ge | 
0 rotorange goldgelb hellgelb graugelb | grauweif 
6 pa 2 pa 1 ia 1 ge 
10.15 24 Std. | rotorange zitronengelb/griinlichgelb bla® grau- | bla® grau- 
; 5 la 1 ia 1 ge gelb gelb 
72 Std. hellrosa rosa 8 ga blaurosa = grau 1 ec | weiflich 
la 11 ea 


Es entsprach demnach die Fluofarbe der Lésung nach 62stiindiger Ein- 
wirkungsdauer auf Aktomyosin nicht mehr der Anfangskonzentration von 
1: 1000, sondern einer Verdiinnung 1 : 1.000,000. Dieses Verhalten zeigt be- 
sonders klar, dal der Zunahme der roten Ténung des Substrates eine Farb- 
stoffbindung in zunehmendem Ausmaf entspricht, die eine gleichwertige 
Abnahme der [onenkonzentration in der Farbflotte zur Folge hat, so daft 
diese griin fluoresziert. Leider stand mir kein Kolorimeter zur Verfiigung, 
um diese Resultate kolorimetrisch nachzupriifen, wie dies Strugger bei 
seinen Untersuchungen toter und lebender Hefezellen, die er mit Akridin- 
orange vital fluorochromiert, tut (1949), Kélbel 1947. 

Die Versuche mit hitzekoaguliertem Hiihnereiweif ergaben bei gleicher 
Versuchsanordnung dasselbe Verhalten. Mit dem Gefriermikrotom her- 
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gestellte 20 bis 30 dicke Schniite fluoreszierten nach Fluorochromierung 
mit Akridinorange in schwachen Lésungen griinlich, in stark konzentrierten 
Lisungen iiber gelbe Farbténe feuerrot. Die Abhingigkeit vom pH der 
Farbflotte war nur bei 1%- bis 1%0-Lésungen bemerkbar. Da sich dem- 
nach das Mischsubstrat gleich verhalt wie das relativ einfache, welches der 
Aktomyosinfilm darstellt, so erlaubt die Fluorochromierung hier keine 
Schliisse auf die Natur der einzelnen Eiweiffkomponenten. 

Die Veriinderungen der Fluoreszenzfarbe der Aktomyosinfilme, welche 
mit den Pufferlésungen auf Tabelle 3 behandelt wurden, sind folgende: 


Tab. 4. Myosinfilme, behandelt mit gestuften Pyroninpufferlésungen bei variierter 
Konzentration und Zeit. 














ory Konzentration 
pH Zeit jetty eee wee! 
1: 100 1: 1000 1 : 10,000 1: 100,000 | 1: 1.000,000 
3 Min. hellgelb gelb rosa- Eigenfl. Eigenfl. Eigenfl. 
2 ia stichig 2 ea blau blau blau 
2.09 24 Std. gelb rosa- _weifgelb Eigenfl. Eigenfl. Eigenfl. 
7 stichig 1 ca blau blau blau 
72 Std. rot 7 ia rosa 10 ea__— blaBrosa Eigenfl. Eigenfl. 
12 ea blau blau 
3 Min. rétlich- gelbrosa gelbrosa Eigenfl. Eigenfl. 
orange 5 la 3 ga 2 ea des Myosin des Myosin 
711 24 Std. rétlich- gelbrosa weiBrosa Eigenfl. Eigenfl. 
’ orange 5 la 3 ga ea des Myosin des Myosin 
72 Std blaurot rosa 9 ga _ blaurosa Eigenfl. Eigenfl. 
9 la 12 ea des Myosin des Myosin 
3 Min. rétlich- gelbrosa_ gelblichrosa_ _ Eiigenfl. Eigenfl. 
orange 5 la 3 ga 2 ca des Myosin | des Myosin 
10.15 24 Std. rotorange hellzitronen-  griingelb Eigenfl. Eigenfl.. 
i 5-6 la gelb 1 ia 1 ga des Myosin des Myosin 
72 Std. hellrot rosa 9 ga blaurosa Eigenfl. Eigenfl. 
9 la 12 ea des Myosin des Myosin 











Um zu priifen, ob auch andere Fluorochrome einen ahnlichen Konzen- 
trationseffekt wie Akridinorange aufweisen, wahlie ich das mir schon von 
friiherer Arbeit (1950) bekannte Pyronin. Die Versuchsanordnung war im 
iibrigen die gleiche wie friiher. Nur ergaben sich hier, wie aus der vor- 
stehenden Tabelle hervorgeht, so geringe Unterschiede bei variierter Kon- 
zentration, daft ich eine noch langere Farbungsdauer fiir die hier 2¢m* 
groBen Filme wahlte. 

Wie aus den Tabellen hervorgeht, sind die Unterschiede, die durch Ionen- 
abgabe der Farbflotte einerseits und Ionenaufnahme des Substrates ander- 
seits zustande kommen, auch noch nach 24 Stunden weitaus geringer als bei 
Akridinorange. Die viel langere Einwirkungsdauer, die ich wahlte, um die 
Differenzen zu verstirken, ergeben nur zweifelhafte Resultate. Erstens 
muf man mit einer Alkaliabgabe des Glases rechnen und zweitens mit 
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einer gewissen Verdunstung und dadurch Verwischung der Konzentrations- 
erfolge in der Farbflotte wegen verhialtnismafig hoher Zimmertemperatur 
(28°C). Dazu kommt noch, daft im alkalischen Bereich bei pH 10,15 die 
Dissoziation eine sehr geringe ist, so daft in der Farbflotte die blaue Farbe 
der Molekiile zur Wirkung kommt. Der Film selbst zeigt hier nur Eigen- 
fluoreszenz, die blaulich ist. Bei Akridinorangelésungen ist der Farbunter- 
schied zwischen Ion und Molekiil kein so ausgesprochener und stirt die 
Resultate weniger. Immerhin sind auch hier die héheren pH-Bereiche mit 
etwas Vorsicht zu beurteilen. 

Wenn es sich demnach gezeigt hat, daff die Konzentrationseffekte der 
Fluofarben bei Pyronin lang nicht so stark sind wie bei Akridinorange, so 
ergeben sich doch nur quantitative, aber keine prinzipiellen Unterschiede 
zwischen diesen beiden Fluorochromen. Pyronin wechselt nur von Hellgelb 
zu Rotlichorange. Die Wellenlangen der ausgestrahlten Fluofarben zeigen 
also nur geringe Unterschiede. Das Charakteristische fiir Akridinorange 
ist dagegen eine sehr bedeutende Abnahme der Wellenlangen bei fallender 
Konzentration, so dafs die Farbténe von Feuerrot nach Griin wechseln. 
Daher kommt es zu dem intensiven Konzentrationseffekt Struggers. 

Demnach scheint mir Pyronin zur Bestimmung des IEP giinstiger zu 
sein, weil der Konzentrationseffekt hier ein so geringer ist, daff er in mitt- 
leren Konzentrationen, die ja meist Verwendung finden, nicht stérend 
wirkt. Akridinorange ist dagegen, wie Strugger schon 1941 feststellte, 
nur bedingt fiir diesen Zweck geeignet. 

Uber die Ursachen der Griinfluoreszenz von Kernen leben- 
der Zellen nach vitaler Fluorochromierung mit Akridin- 
orange. 

Wie Strugger (1940, 1941, 1949) und Héfler (1949 a, b) konnte auch ich 
fesistellen, daft bei Fluorochromierung unter gleichen Bedingungen die 
Kerne lebender Zellen von Allium cepa griin fluoreszieren, jene von toten 
Zellen dagegen rot. Es fragt sich nun, worin die Ursache hiefiir zu suchen ist. 
Nach Struggers urspriinglicher Ansicht handelt es sich um einen Kon- 
zentrationseffekt, nach Héfler um besondere Bindungsverhialtnisse, die in 
der lebenden Zelle herrschen. 

Ich priifte nun das Verhalten der Kerne von Allium cepa auch nach vitaler 
Fluorochromierung mit Pyronin und fand es prinzipiell gleich wie bei 
Akridinfluorochromierung. Das heifit die lebenden Zellkerne waren so blaB- 
gelb im UV-Licht, daf sie sich kaum vom Plasma abhoben, die Kerne toter 
Zellen fluoreszierten dagegen dunkelgelb bis orange. Zur Beantwortung 
der Frage, ob die verschiedene Farbe des emittierten Lichies bei gleicher 
Fluorochrombehandlung lebender und toter Kerne auch durch einen Kon- 
zentrationseffekt bedingt wird, dienen folgende Uberlegungen: Aus den 
Konzentrationsversuchen mit diesen beiden Farbstoffen geht hervor, dal 
die Konzentration die Wellenlange, wenn auch bei beiden Farbstoffen in 
verschiedenem Ausmafte, andert. Theoretische Uberlegung fiihrt zu dem 
Schluf, daf bei gleicher absoluter Menge des aufgenommenen Farbstoffes 
im Substrat die relative Konzentration desselben zunehmen muf, wenn das 
Substrat dehydratisiert wird. Die Verringerung des Solvatmantels lat 
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die Farbionen naher aneinanderriicken. Gleichzeitig wird aber auch 
die Méglichkeit gegeben, dafi es zu einer Anreicherung von Farbionen 
kommt. 

Ein einfacher Versuch mit Hiihnereiweif in frischem und in hitzekoagu- 
liertem Zustand beweist die Richtigkeit dieser Annahme. Einer gewissen 
Menge von frischem Hiihnereiweiff wurde im Uberschufi wasserige Akridin- 
orangelésung 1: 10.000 zugesetzt und 16 Minuten einwirken gelassen. Die 
Untersuchung im Fluoreszenzmikroskop ergab als Fluoreszenzfarbe eines 
Tropfens von frischem Hiihnereiweifi nach dieser Behandlung einen griinen 
bis gelbgriinen Farbton. Ebenso behandelte 20—30 u dicke Schnitte von 
hitzekoaguliertem Hiihnereiweift, also von dehydratisiertem Substrat, zeig- 
ten dagegen rote Fluoreszenz. Es verhielt sich demnach das frische Eiweilt 
wie die Kerne lebender Zellen von Allium cepa, das hitzekoagulierte da- 
gegen wie Kerne toter Zellen. 

Es ist wohl erlaubt, daraus den Schlufi zu ziehen, daf auch die Rot- 
fluoreszenz der toten Zellkerne auf eine gréRere Farbkonzentration in die- 
sen gegeniiber der Farbkonzentration in den lebenden Zellen beruht. Diese 
verschiedene Konzentration wird einerseits durch die besonderen Perme- 
abilitatsverhaltnisse in lebenden Substraten gegeniiber den toten Geweben 
bewirkt, ferner aber auch durch die im Tode eintretende Dehydratisierung. 

Die von Héfler (1949) angefiihrten Resultate nach Behandlung mit 70% 
Alkohol sind ein Beweis mehr fiir diese Annahme, wenn man seine Ergeb- 
nisse mit jenen vergleicht, die man nach Behandlung mit 100% Alkohol 
erhalt. Héfler legt Hautchen von Allium cepa 15 Minuten in 70% Alkohol 
und fluorochromiert dann wie friiher. Die Untersuchung im UV-Licht er- 
gab, daft die mittelstandigen lebenden Kerne trotz der Behandlung mit 
70%, Alkohol griin fluoreszierten. Die randstandigen Zellen, welche schon 
vor der Alkoholbehandlung abgestorben waren, besafien dagegen Kerne. 
welche Rotfluoreszenz aufwiesen. Hiéfler gibt aber selbst an, dafi die 
vor der Behandlung lebenden Kerne, welche auf diese Weise ,,fixiert™ 
wurden, bei pH 6,35, also iiber ihrem IEP, welcher bei pH 5 liegt, zu quellen 
beginnen und bei pH 10,1 des 6fteren platzen. Es erfolgt also in héheren 
pH-Bereichen eine gewisse Hydratation der Eiweiffsubstanzen, die zu einer 
Verminderung der Konzentration fiihren muf. Hier ist zu bemerken, dak 
Pischinger (1926) nicht, wie Héfler (1942) angibt, 70% Alkohol zur 
Fixierung bei Bestimmung des IEP mit gepufferten Taglichifarben ver- 
wendet, sondern 100% Alkohol. Die Behandlung mit 70% Alkohol kommt 
nicht einer wirklichen Fixierung gleich. Sie dehydratisiert unvollkommen 
und stabilisiert die Eiwei®substanzen nicht absolut. Das geht auch aus 
den Angaben Héflers hervor, daf die Kerne nach seiner Behandlung bei 
einem gewissen pH zu quellen beginnen. Es diirfte also hier die relative 
Farbionenkonzentration in den lebenden, mit 70% Alkohol behandelten 
Kernen ahnlich jener sein, die in unbehandelten vitalfluorochromierten 
Zellkernen herrscht. Dementsprechend ist die Fluoreszenzfarbe bei den 
vitalfluorochromierten und bei den nach Vorbehandlung mit 70% Alkohol 
gefarbten die gleiche, namlich griin. Die Kerne abgestorbener Zellen sind 
schon von vornherein dehydratisiert und verandern sich auch nach der 
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Alkoholeinwirkung nicht mehr wesentlich. Deshalb ist die Fluoreszenz- 
farbe bei beiden die gleiche, namlich rotorange. 

Tab. 5 zeigt das Verhalten der Kerne von Allium cepa nach Behandlung 
mit 70% Alkohol einerseits und mit 100% Alkohol anderseits. 

Eine Fixierung mit 100% Alkohol bewirkt eine starke Dehydratisierung 
und vollstindige Stabilisierung der Eiweiffsubstanzen. Dementsprechend 
verhielten sich die Kerne lebender Zellen, wie zu erwarten war, genau so 
wie Kerne schon vor der Behandlung abgestorbener Zellen. Beide zeigten 
Rotfluoreszenz. Die Griinfluoreszenz Héflers ist dagegen auf die mangel- 


Tab. 5. Hautchen von Allium cepa, fixiert in Alkohol und fluorochromiert mit 
gestuft gepufferter Akridinorangelésung 1 : 10.000. 10 Min. 








oe Fluoreszenzfarbe 
H Alkoho] Zeit 
P konz. d. Fix. Kerne randstiandiger Kerne zentraler 
toter Zellen lebender Zellen 
15 Min. schwach griinlich verwaschen, sehr 
70 %g schwach griinlich 
09 24 Std. intensiv griin deutlich blafgriin 
100 0/, 15 Min. gelb deutlich hellgriin 
24 Std. orange intensiv griin 
bs 15 Min. griinlich deutlich heligriin 
70% 
24 Std. rétlichgelb griingelb 
3,51 15 Min. rétlichgelv etwas geschrumpft 
hellorange 
100 %/, om 
24 Std. rotorange geschrumpft 
rotorange 


hafte Dehydratation der lebenden Zellkerne durch 70% Alkohol und eine 
dementsprechende geringere Farbkonzentration in denselben zuriick- 
zufiihren.’ 

Ich méchte hier noch erwahnen, dali auch die Lymphozyten aus dem 
dorsalen Lymphsack vom Frosch bei der Behandlung mit verschieden- 
prozentigem Alkohol und nachfolgender Fluorochromierung mit Akridin- 
orange sowie nach vitaler Akridinorangefarbung ahnliche Fluoeffekte zeig- 
ten wie die Kerne von Allium cepa. Die vitale Farbung geschah durch Ein- 
spritzen von Akridinorangelésung in den dorsalen Lymphsack. Untersucht 
wurde nach 2 Stunden ohne und mit Alkoholeinwirkung im Ausstrich. Man 
kann hier natiirlich nicht sagen, welche der Zellen' vor und welche nach der 
Behandlung mit Alkohol schon abgestorben waren. Die Tatsache. daft in 
frischen und mit 70% Alkohol behandelten Praiparaten immer neben orange- 


1 Auf die so komplizierten Verhiltnisse in den Zellmembranen, dem Zellplasma 
und den Vakuolen von Allium cepa (Strugger 1938—1943, Héfler 1946—1949) 
gehe ich hier nicht naher ein, da diese Probleme dem Zoohistologen ferner liegen 
und den Rahmen dieser Arbeit iiberschreiten. 
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farbenen Kernen auch griinfluoreszierende vorhanden waren, wahrend nach 
Fixierung mit 100% Alkohol griine Kerne fehlten, laBt den Schluf-2u. daB 
hier die Verhaltnisse ihnlich wie bei Allium liegen. Kurz, man kann sagen, 
daf Fixierung mit 100% Alkohol immer nach einer gewissen Zeit zur star- 
ken Dehydratisierung aller Kerne fiihrt und deshalb hienach durch Akridin- 
orange iiber dem IEP des Substrates keine Griinfluoreszenz mehr zu sehen 
ist, weil es zu einer stirkeren Anreicherung der Farbe im Substrate kommt. 

Recht undurchsichtig ist der folgende Versuch Héflers. Er ..kocht* 
Allium-Hautchen 2 Minuten in ,,80gradigem Wasser”. In diesem Falle erhalt 
er ab pH 1, hergestellt durch n/i0 HCl, bis pH 7,1 nur Rotfluoreszenz. Es 
kommt dabei sicher auch zur teilweisen Dehydratisierung, anderseits mu 
man aber doch annehmen, dali es auch zur Lésung und Wanderung der 
verschiedensten Plasma- und Kernsubstanzen fiihrt, wodurch das Bild der 
Fluoreszenz der normalerweise im Kern vorhandenen Eiweifisubstanzen 
natiirlich verwischt wird. Was hier alles mitwirkt, um die eigentliche Ver- 
schiebung der Griinfluoreszenz weit in den sauersten Bereich zu bewirken, 
kann schwer gesagt werden. Daf dagegen iiber pH 7,1 wieder griine Farb- 
téne auftreten, hangt wohl mit einer teilweisen neuerlichen Quellung zu- 
sammen. 

Viel begreiflicher ist die ebenfalls starke Verschiebung des IEP der Kerne 
nach Behandlung mit 5% HCl. So starke Sauren beeinflussen den IEP 
immer, wie ja derselbe iiberhaupt von den Fixantien, die gebraucht werden, 
abhangt (Zeiger 1930, 1937, Boerner-Patzelt 1935 u. a. m.). 

Einen Spezialfall stellt die von Stockinger 1949 beobachtete Rot- neben 
Griinfluoreszenz der Képfe von Spermien, die noch leben, dar. Es ware 
méglich, daf hier ein verschiedenes Alter oder auch ein verschiedener Funk- 
tionszustand eine Rolle spielen. Es mag dadurch entweder die Permeabili- 
tat variieren oder auch eine verschiedene Dehydratation zustande kommen. 

Jedenfalls kann in all diesen Versuchen meines Erachtens nach keine 
Ursache gesehen werden, die gegen die Annahme spricht, daf es sich bei 
Griin- bzw. Rotfluoreszenz um Konzentrationseffekte handelt. 


Diskussion 


Héfler hat 1949 gezeigt, daft sich zwar die Rotfluoreszenz nach Fluoro- 
chromierung durch Salzlésungen auswaschen lat, nicht aber die Griin- 
fluoreszenz lebender Zellkerne. Das gleiche gilt fiir die Griinfluoreszenz 
unter ihrem IEP angefarbter Substrate. Nach dem eben Gesagten muf an- 
genommen werden, dal diese Griinfluoreszenz durch geringere Farbkonzen- 
tration bewirkt wird. 

Ich konnte das gleiche im Aktomyosinfilm beobachten. Auch in einer 
Arbeit iiber Fluoreszenz der Haut (1950) konnte ich feststellen, daf sich die 
Kerne von Bindegewebe und Epidermis schon in Pyroninlésungen von pH 2 
zu hellgelber Fluoreszenz anfarben und erst iiber ihrem IEP, also iiber 
pH 3,3, rostrot oder feuerrot aufleuchten. 

Ich fiihrte diese Erscheinung in meiner Hautarbeit (1950) darauf zuriick, 
daft die Kerne aus verschiedenen Eiweifkomponenten bestehen, deren pH 
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nicht das gleiche ist. In Fluorochromlésungen von pH 2, nahm ich an, seien 
nur die sehr sauren Eiweiffkomponenten angefarbt; erst nachdem der 
[IEP aller vorhandenen Eiweiffkomponenten erreicht ist, fluoresziere der 
ganze Kern. Die daherriihrende schwachere Konzentration der Farbionen 
unter dem IEP dieses Substrates fiihre zur Gelbfluoreszenz nach Pyronin- 
fluorochromierung. Erst die héhere Konzentration durch Anfarbung aller 
Eiweifanteile iiber pH 3,5 lasse die Kerne im feuerroten Farbtone auf- 
leuchten. Nach den seither erhaltenen Resultaten an Hiihnereiweif? und 
Aktomyosinfilmen diirfte die Verschiedenheit der Kerneiweifstoffe eine 
geringe Rolle spielen, da sich bei Vergleich von Aktomyosin und Hiihner- 
ciweilt, das viel komplizierter gebaut ist, keine wesentlichen Unterschiede 
ergeben. Es kann aber die Frage nach der Ursache der Fluorochromierung 
unter den IEP von Substraten durch die Dissoziationskurve erklart wer- 
den. Diese beginnt bei el-Eiweiffsubstanzen in einem sehr sauren Bereich 
der Farbflotte flach ansteigend, um erst im IEP des betreffenden Substrates 
plétzlich steiler zu werden. Es sind also auf der sauren Seite vom IEP 
relativ wenig elektronegative Valenzen des Substrates frei, um Farbionen 
aufnehmen zu kénnen, weshalb es nach Fluorochromierung mit Akridin- 
orange nur zur Griinfluoreszenz kommt. Erst im IEP tritt die starke 
ci-Ladung hervor; dementsprechend kommi es zu starkerer Adsorption von 
Farbionen und roter Fluoreszenz. So laft sich die Griinfluoreszenz unter 
dem IEP und die Rotfluoreszenz von diesem ab gegen die alkalische Seite 
wieder durch Variationen der Konzentration von Akridinorange im Substrat 
erklaren. 

Die langsame Anfarbung von Subsiraten, welche schon unter dem IEP 
beginnt, ist manchmal, besonders wenn man dicke Schnitte verwendet, auch 
bei Taglichtpufferfarbung wahrzunehmen, wo sie auf derselben Grundlage 
einer allmahlichen Zunahme von el-Valenzen des Substrates im IEP beruht. 
Es sind aber solche schwache Konzentrationen von Taglichtfarbungen immer 
schwerer feststellbar als bei Fluorochromen, da bei diesen auch schon eine 
minimale Farbung durch ihre Leuchtkraft fiir das Auge wahrnehmbar wird. 

Ich glaube somit nachgewiesen zu haben, daf Griinfluoreszenz nach Fluo- 
rochromierung mit Akridinorange bzw. hellgelbe Fluoreszenz nach Behand- 
lung mit Pyronin immer auf eine niedrige Konzentration in der Farbflotte 
sowie im Substrat zuriickzufiihren ist. Im Substrat ist es dabei von keiner 
Bedeutung, wodurch diese geringere Konzentration bewirkt wird. Es steht 
nun zur Disskussion, ob diese Tatsache im Einklang steht mit der Annahme 
Héflers, es handle sich bei Griinfluoreszenz um eine andere Bindung 
als bei der elektroadsorptiven der Rotfluoreszenz. Héfler fiihrt als Be- 
weis die Nichtauswaschbarkeit der Griin- bzw. Auswaschbarkeit der Rot- 
fluoreszenz an. 

Um hieriiber Klarheit zu erlangen, setzte ich mich mit zwei Chemikern, 
Herrn Prof. Dr. Hiittig und Herrn Dr. Limontschew, in Verbindung. 
Beiden Herren sei hier mein Dank fiir ihr liebenswiirdiges Entgegenkommen 
ausgesprochen. 

Die Besprechung ergab, daft es sich bei dem Fluoreszenzeffekt und seinen 
Folgeerscheinungen um Vorginge handelt, die durchaus den Gesetzen der 
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physikalischen Chemie folgen. Ich lasse der gréferen Klarheit halber die 
hier in Betracht kommenden Gesetze folgen. 

1. Die durchschnittliche Starke der Bindungskriafte, welche das Farbstoff- 
molekiil bzw. die Polymerisate zusammenhalten, nehmen mit fallender Kon- 
zentration der Lésung ab und mit steigender zu. Deshalb wird bei geringer 
Konzentration das Molekiil vorwiegend in lonen zerfallen sein. Bei grofen 
Konzentrationen wird Assoziation der Molekiile in immer héherem Mafe 
zur Polymerisation fiihren (Grundpostulat der physikalischen Chemie). 

2. Werden solche Lésungen mit einem festen Substrate zusammenge- 
bracht, welches sie anfarben kénnen, so wird die Bindung zwischen Farb- 
stoffmolekiil (oder Ion) mit dem angefiarbten Substrat um so fester sein, je 
geringer die Bindung innerhalb der Molekiile ist. Es mu& also die Anfarbung 
zus stark verdiinnten (stark dissoziierten) Lésungen mit gréferer Bindungs- 
stiirke erfolgen als aus konzentrierten Lésungen (Grundpostulat der Hiit- 
tigschen Lehre von den aktiven Zustanden). Damit hangt die Tatsache 
eng zusammen, daf sich die letzten Reste einer Farbung meist schlecht oder 
gar nicht auswaschen lassen. Diese Reste ergeben eine sehr geringe Konzen- 
tration und sind daher besonders fest an das Substrat gebunden. 

3. Veranderung in der Bindungsfestigkeit innerhalb der Molekiile, Disso- 
ziation bzw. Polymerisation, mit der dadurch erzeugten Anderung der Bin- 
dungsfestigkeit werden sich innerhalb der Farblésung wie auch innerhalb 
des Substrates als Anderung der Wellenlange des emittierten Fluoreszenz- 
lichtes auswirken. 

4. Es ist zu erwarten, daft die Anfarbungen mit der Zeit bzw. wahrschein- 
lich. auch mit der Temperatur eine Art ,,Sammelkristallisation™ zeigen, 
d. h. daB auf der angefarbten Oberflache Molekiile an einzelnen Stellen zu 
gréReren Konzentrationen zusammenriicken. Sie geben dann die Erschei- 
nungen, wie sie diesem Zustand zukommen. 

Betrachtet man an Hand dieser physikochemischen Gesetze die Resultate 
der Fluorochromierung mit Akridinorange, so sieht man, daf sie mit den 
chemischen Postulaten iibereinstimmen (Idealschema auf Tab. 6). 

Bei hochgradigen Verdiinnungen wird der Farbstoff gréftenteils oder fast 
ganz dissoziiert sein und daher dem Lambert -Beerschen Gesetz gehorchen 
(Gleichbleiben der Farbe unabhangig von der Konzentration) (K 61 bel 1947). 
Tatsichlich ist ab einer Konzentration 1 : 1.000.000 nur mehr eine sehr schwache 
graugriine Fluoreszenz vorhanden. Diese andert sich auch bei weiterer Ver- 
diinnung nur insofern, als die Fluoreszenzhelligkeit abnimmt. Steigt da- 
gegen die Konzentration, so wird der Dissoziationsgrad geringer. Dement- 
sprechend geht die griine Fluoreszenz, welche dem Ion entspricht, in eine 
griingelbe iiber, also in den Farbton der molekularen Fluoreszenz. Hiebei 
spielen auch Mischténe eine Rolle, da noch in hohen Konzentrationsbereichen, 
wie Ausschiittelungsversuche mit Toluol zeigen, noch eine geringfiigige 
Dissoziation vorhanden ist (die wasserige Phase ist leicht griin gefarbt). 
Uber Konzentrationen 1:: 10.000 aggregieren sich die Molekiile zu Polymeri- 
saten. Diese Polymerisation nimmt zu, je weiter die Konzentrationen steigen 
und fiihrt iiber orange Farbténe zu einem immer tieferen Kupferrot im 
UV-Licht. Bei einer Konzenitration 1: 100 fallt das Akridinorange bereits 
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teilweise aus, nahert sich also dem festen Zustand. Die festen Farbstiubchen 
von Akridinorange leuchten im UV-Licht rostrot auf. Ob es sich hier viel- 
leicht auch um eine Polydispersitat im Sinne Struggers (1949) handelt, 
habe ich nicht gepriift, halte es aber fiir méglich. Da aber die Farbténe 


Tab. 6. Idealschema der physikechemischen Eigenschaften in Akridinorange- 
lésungen von verschiedener Konzentration und ihrem Verhalten zu Substraten. 
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des Polymerisats sich nicht so ausgesprochen unterscheiden wie jene des 
Primulins, diirfte es hier zu keinen so starken Kontrasterscheinungen in 
der Farbung kommen. 

Bei starkster Verdiinnung muf die Bindung, dem chemischen Gesetze 
folgend, eine sehr feste (vielleicht eine Salzbindung, Héfler 1949) sein. 
Steigt die Konzentration, so wird der Farbstoff nur mehr teilweise dissoziiert 
sein. Es diirfte zur elektroadsorptiven, durch Salzlésungen auswaschbaren 
Bindung an das Substrat kommen. Im weiteren Verlauf muf man sich die 
Anfarbung des Substrates etwas komplizierter vorstellen. Die Molekiile 
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werden gegeniiber den Ionen mehr und mehr zunehmen. Es ist aber un- 
wahrscheinlich, dai nicht standig ein wenn auch nur minimaler Téil des 
Farbstoffes dissoziiert bleibt. Die Ionen werden nun wie friiher aus der 
Farbflotte herausgefangen und am Substrat elektroadsorbiert, wodurch die 
Konzentration in der Farblésung etwas herabgesetzt wird. so dai wiederum 
neue Dissoziation eintreten kann. Die so neu entstandenen Ionen werden 
ebenfalls vom Substrat aufgenommen usf. Dabei kommt es zu einer immer 
stirkeren Anreicherung der Farbionen am Substrat, die sich hier, infolge der 
zunehmenden Konzentration, bei Dauerfarbungen wahrscheinlich zu Mole- 
kiilen und schlieBlich zu Polymerisaten zusammensdhlieRen. Diese An- 
nahme wird dadurch gestiitzt, da bei kurzem Verweilen (nur Eintauchen) 
in die Farbflotte die Fluofarbe immer eine griin bis griingelbliche ist, um 
erst bei lingerem Verweilen (mehrere Stunden) in orange bzw. bei hoch- 
konzentrierten Lésungen in rostrote Fluofarbténe iiberzugehen. 

Nach dem hier Ausgefiihrten erklart sich in ungezwungener Weise die 
Nichtauswaschbarkeit der Griinfluoreszenz lebender Kerne und der Kerne 
unter ihrem IEP (siehe S. 10). Es handelt sich in beiden Fallen um schwache 
Konzentrationen, die zu relativ festen Bindungen an das Substrat fiihren 
iniissen. Aber auch die rostrote Fluoreszenz bei starker Konzentration und 
oberhalb des Umschlagbereiches der dissoziierten in die molekulare bzw. 
polymerisierte Form, die durch Salzliésungen auswaschbar ist, entspricht den 
angefiihrten chemischen Gesetzen. 

Kurz zusammengefakt lat sich demnach sagen: Der Konzenirations- 
effekt entspricht einer physikochemischen Verainderung, welche die Fluo- 
farbmolekiile bei Variierung der Konzentration durchmachen. Infolge dieser 
Verinderung wechselt nicht nur die Wellenlange bzw. die Farbe des emit- 
tierten Lichtes, sondern es andert sich auch die Festigkeit und Art der Bin- 
dung an das Substrat. Das fiihrt zu der von Héfler (Toth u. Luhan 
1949) hecbachteten Nichtauswaschbarkeit der Griinfluoreszenz. Dabei 
fallen die Ursachen, welche die Verringerung der Konzentration im Sub- 
strate bedingen, nicht ins Gewicht. 


Zusammenfassung 


Es wurden die farbandernden Faktoren bei Fluorochromierung toter 
und lebender Substrate untersucht. Als mafgebend wurde erkannt: 

1. Die verschiedene Fluoreszenzfarbe der Ionen, Molekiile und Polymeri- 
sate von Fluorochromen. 

Der Konzentrationseffekt (Strug ger). 

Die elektrostatische Ladung der Eiweifsubsirate. 
Die Polydispersitat mancher Fluorochrome. 

Die Farbungsdauer. 

6. Das Mengenverhialtnis von Fluorochromflotte und Substrat. Verwendet 
wurden die bekannten Fluorochrome Akridinorange und Pyronin. Die 
Pufferung geschah mit Phosphaten. Als Substrate dienten Aktomyosinfilme, 
Hiihnereiweiff, Hautchen von Allium cepa und Lymphe aus dem dorsalen 
Lymphsack von Rana esculenta. 
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Schlu@folgerung aus den erhaltenen Resultaten. 


1. Bei steigender Konzentration sowie bei steigendem pH der Farbfloite 
der untersuchten Fluorochrome nimmt die Wellenlange des emittierten Lich- 
tes im Substrate ab. Dies fiihrt dazu, da bei schwacher Konzentration und 
in sehr sauren Bereichen die Fluofarben, nach Verwendung von Akridin- 
orange, griine bis griingelbe Téne aufweisen, bei hoher Konzentration und 
im alkalischen Bereiche dagegen orange bis feuerrote Tone. 

2. Auch die Griinfluoreszenz vital mit Akridinorange fluorochromierter 
Zellkerne und die feuerrote Fluoreszenz toter Zellkerne ist auf schwache 
bzw. starke Konzentration der Farbe im Substrate zuriickzufiihren. 

3. Desgleichen wird die Griinfluoreszenz, die bei Fluorochromierung mit 
Akridinorange unter dem IEP der Substrate auftritt, durch eine geringere 
Farbbindung in diesem pH-Bereich bedingt. 

4. Griinfluoreszenz im Substrate kann durch Hydratation der Eiweil- 
substrate begiinstigt werden, Rotfluoreszenz durch Dehydratation. Auch die 
verainderten Permeabilitatsverhaltnisse beim Zelltod spielen bei der Farb- 
aufnahme toter Zellen eine begiinstigende Rolle. 

5. Fiir die Richtigkeit dieser Annahmen sprechen die Versuche mit fri- 
schem und hitzekoaguliertem Hiihnereiweif; ferner der Vergleich der Ergeb- 
nisse bei Behandlung der Substrate mit 70% und 100% Alkohol vor der 
Fluorochromierung. 

6. Der Konzentrationseffekt ist zwar bei Akridinorange ein starkerer als 
beim Pyronin, doch sind keine prinzipiellen Unterschiede vorhanden. 

7. Entsprechend den kolloidchemischen Gesetzen ist Griinfluoreszenz des 
Akridinorange bei schwacher Konzentration und unter dem IEP aus den 
Kernen mittels Salzlésungen nicht auswaschbar, weil in diesen Fallen die 
Farbbindung an das Substrat eine sehr feste ist. Steigende Konzentration 
und steigendes pH fiihrt zur festeren Bindung der Molekiile untereinander 
(Polymerisation) und zur lockereren Bindung der Farbe an das Subsirat. 
Diese Rotfluorochromierung ist daher durch Salzlésungen auswaschbar. 

8. Somit besteht die Auffassung Struggers zu Recht. Es handelt sich 
bei den Farbunterschieden, die lebende und tote Zellkerne nach Fluorochro- 
mierung mit Akridinorange im UV-Licht zeigen, um einen Konzentrations- 
effekt. Aber auch die Annahme Héflers, daf die Griinfluoreszenz auf einer 
festeren Farbbindung beruht als die Rotfluoreszenz, ist richtig, da Stirke 
der Konzentration und Festigkeit der Farbbindung an das Substrat in um- 
gekehritem Verhiltnis zueinander stehen. 

9. Das Mengenverhiltnis des Substrates zur Farbflotie ist von Einflu® 
auf die Intensitat der Farbung. 

10. Eine langere Einwirkungsdauer der Fluorochromlésung auf das Sub- 
strat bewirkt Zunahme der Farbkonzentration in demselben, bei ent- 
sprechender Abnahme in der Farbflotte. 

11. Einheitliche Eiweifstoffe verhalten sich in allen diesen Punkten in 
gleicher Weise wie zusammengesetzte. Man kann daher wahrscheinlich in 
den kombinierten Eiweifsubstraten aus dem Fluorochromierungsbilde keine 
sicheren Schliisse auf die Art der einzelnen Eiweifkomponenten ziehen. 
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Tunicin im Elektronenmikroskop 


Von 


A. Frey-Wyssling und R. Frey 


(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Eidg. Technischen Hochschule Ziirich) 
Mit 4 Textabbildungen 


(Eingelangt am 3. November 1950) 


Fiir die Aufklarung der Kristallstruktur der Zellulose haben die Bak- 
terien- und die Tunikatenzellulose eine ganz besondere Rolle gespielt. Denn 
diese Priparate erlaubten erstmals durch Dehnung hoher orientierte Zellu- 
losefilme herzustellen, in denen nicht nur wie in den Zellulosefasern die 
b-Achse des Kettengitters, sondern auch die senkrecht darauf stehenden 
a- und b-Achsen ganz bestimmte Richtungen einnehmen (Mark und v. 
Susich 1929). Erst spater sind in den Zellwanden der Algen Valonia und 
Chaetomorpha gewachsene Texturen mit so hoher Orientierung gefunden 
worden (Astbury, Marwick und Bernal 1932, Nicolai und Frey- 
Wyssling 1938). In gedehnten Filmen von Bakterienzellulose nimmt die 
Achse des Kettengitters simtlicher Bauelemente ungefahr die gleiche Rich- 
tung ein, mit einer geringen Streuung um die Dehnungsachse, wahrend 
beim gedehnten Tunicin zwei zueinander senkrecht stehende Hauptrichtun- 
gen auftreten (Meyer und Mark 1930). 


Die Ursache fiir das besondere Verhalten der Bakterienzellulose ist im 
Elektronenmikroskop abgeklart worden. Diese Zellulosegallerte besteht aus 
submikroskopischen Zellulosemikrofibrillen, die bei der Dehnung paralleli- 
siert werden (Frey-Wyssling und Miihlethaler 1946). Ferner ist in 
ailen Mikrofibrillen die hydrophilste Gitterebene (101) parallel zur Film- 
oberflache orientiert. Der Grund hiefiir geht aus den Elektronenmikro- 
graphien von Miihlethaler (1949) hervor. Sie zeigen, daf den Mikrofi- 
brillen, im Gegensatz zu jenen in pflanzlichen Zellwanden, eine gewisse 
Tendenz zukommt, seitlich zu Bandern zu verwachsen. Dieses unterschied- 
liche Verhalten kann so gedeutet werden, daft die Gitterkrafte an den Ober- 
flichen der Mikrofibrillen zufolge deren raumlicher Trennung in den 
gequollenen und pektinhaltigen Zellwanden durch Fremdstoffe abgesattigt 
sind und daher kein weiteres Aggregationsbestreben aufweisen, waihrend 
dies bei den Mikrofibrillen der Bakterienzellulose nicht der Fall ist, so daf 
eine Tendenz zur seitlichen Verwachsung benachbarter Fibrillen besteht. 
Die so gebildeten flachigen Texturen entwickeln sich nach der Gitterebene 
(101), wodurch die réntgenometrisch festgestellte héhere Orientierung zu- 
stande kommt. 
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Im folgenden sollen nun die besonderen Texturverhiltnisse im. Tunicin 
(Tunikatenzellulose) abgeklart werden. Herr Kollege Hadorn -von der 
Universitat Ziirich hat uns Material der beiden Tunikatengattungen Phal- 
lusia und Ciona zur Verfiigung gestellt. Die Reinigung der Mantel zur Dar- 
stellung der Geriistsubstanz erfolgte nach dem Verfahren von Scholl (1908) 
durch abwechselndes Kochen in 10% Kalilauge und Wasser und darauf- 
folgende Behandlungen mit 1% Kaliumpermanganat und 2% Natriumbi- 
sulfit (vgl. R. Frey 1950, S. 207). Auf dieses Weise werden alle Begleitstoffe, 
von denen die eiweifartigen die hartnackigsten sind, aus dem Mantel ent- 
fernt und wenn der Aufschluf giinstig verlauft, bleibt reine Tunikaten- 
zellulose iibrig. 

Diese Praparate wurden im Blendor zerschlagen, um fiir die elektronen- 
mikroskopische Untersuchung geniigend feine Fetzchen der lichtmikroskopi- 
schen Lamellen, aus denen der Tunikatenmantel aufgebaut ist, zu gewinnen. 
Die erhaltenen feinen Partikelchen wurden in der iiblichen Weise auf Kol- 
lodiumfolien prapariert und mit Chrom beschattet. 

Die vier beigegebenen Mikrographien zeigen das Ergebnis der Unter- 
suchung. Abb. 1 und 2 stammen vom Mantel der Phallusia. Abb. 1 lat 
erkennen, daft bei diesem Praparat die Inkrusten nur unvollkommen ent- 
fernt worden sind. Es sieht aus, wie wenn eine Paralleltextur vorliegen 
wiirde, doch errit man auch einige feine, senkrecht dazu verlaufende Fi- 
brillen. Im selben Aufschlu& kann man auch Partien wie Abb. 2 finden. 
Hier sind die Inkrusten voéllig entfernt, und ein System von sich ungefahr 
senkrecht iiberkreuzenden Mikrofibrillen ist sichtbar. Bei Phallusia ist es 
moglich, die innerste Lamelle der Mantelflache auskeilend abzuziehen. Man 
erhalt dann Praparate, die noch weniger aufgeschlossen sind als Abb. 1; 
cffenbar sind die Inkrusten dieser Innenlamelle unldslicher als jene im 
Innern des Mantels. Die Bilder zeigen Paralleltextur; nur andeutungsweise 
sind Querfibrillen sichtbar, die etwas tiefer liegen. Es ist uns nicht gelungen, 
die Hauptrichtung, die bei der Innenlamelle und in Abb. 1 hervortritt, zu 
orientieren. Sie kann achsial oder tangential im Mantel verlaufen. Das 
letztere scheint uns wahrscheinlicher. 

Die Geriistsubstanz von Ciona wird mit dem gewahlten Reinigungs- 
verfahren leichter als reines Tunicin erhalten. Wie Abb. 3 und 4 zeigen, 
liefert dieses Praparat auferordentlich klare Bilder, von denen Abb. 4 das 
Korn des Kollodiumfilms erkennen laBt, was auf die erreichte hohe Auf- 
lésung hinweist. Hier ist nun einwandfrei ein gekreuztes System von 
Zellulosemikrofibrillen sichtbar (Abb. 3). Die beiden von Schulze (1863) 
erkannten longitudinalen und tangentialen Fibrillensysteme lassen sich also 
submikroskopisch nachweisen. Im Gegensatz zu der alten Meinung bilden 
diese beiden Systeme jedoch nicht selbstandige Lamellen, sondern sie sind 
gegenseitig durchflochten, was man bei der Verfolgung einzelner Mikro- 
fibrillen in Abb. 3 leicht feststellen kann. Der Nachweis, daft jede einzelne 
Lamelle beide Fibrillenrichtungen in sich schlieft, erklart das eigenartige 
Verhalten des Tunikatenmaniels im Polarisationsmikroskop. 

Schnitte durch den Mantel zeigen zwischen gekreuzten Nicols abwechs- 
lungsweise helle und dunkle Lamellen. Schulze (1863) war der Meinung, 
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Abb. 1 u. 2. Tunicin aus dem Mantel von Phallusia. Abb. 1. Mikrofibrillen durch 
inkrustierende Substanzen verklebt. Abb. 2. Mikrofibrillentextur einer Lamelle des 
Mantels. 

Abb. 3 u. 4. Tunicin aus dem Mantel von Ciona. Abb. 3. Gewobene Textur. Gegen- 
seitige Durchflechtung der Mikrofibrillen. Abb. 4. Mikrofibrillen aggregieren zu 
Bandern und derberen Strangen. 

Der Mafstab ist in den Bildern (untere linke Ecke) durch einen Strich angegeben, 
der 1 « Lange entspricht. 
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daf bei Querschnitten die hellen Lamellen aus langs geschnittenen und die 
dunklen Lamellen aus quer geschnittenen Fibrillen bestehen. Schmidt 
(1924) wies indessen die Unrichtigkeit dieser Deutung nach, denn Diagonal- 
schnitte unter 45° durch den Mantel sollten dann einheitlich aufleuchten, da 
ja die Fibrillen beider Lamellensysteme denselben Neigungswinkel von 45° 
zur Beobachtungsrichtung einnehmen wiirden. Weil jedoch solche Diagonal- 
schnitte wie Quer- und Liangsschnitte ebenfalls abwechslungsweise helle und 
dunkle Lamellen im Polarisationsmikroskop erkennen lassen, blieb die Tex- 
tur dieser Lamellensysteme ritselhaft. Die hier veréffentlichten Bilder lésen 
dieses Ritsel. Da in jeder Lamelle sich gegenseitig durchwebende Langs- 
und Querfibrillen vorkommen, muff jeder Schnitt, den man durch sie legt, 
im Polarisationsmikroskop aufleuchten. Falls der Fibrillenanteil der Langs- 
und Querrichtung gleich ist, miissen sogar alle Lamellen in beliebigen 
Schnitten dieselbe Helligkeit aufweisen. Die dunklen Stellen im Polari- 
sationsmikroskop sind daher isotrope Lamellen, und man geht wohl nicht 
fehl, wenn man sie als Schichten von inkrustierenden Stoffen auffaft, die 
die anisotropen Tunicinlamellen zusammenkitten. 


Die vorliegende Untersuchung erklairt auch, warum Mark & v. Su- 
sich (1929) bei der Dehnung von Filmen aus Tunicin nicht eine einheit- 
liche Orientierung wie bei der Bakterienzellulose gefunden haben. Da die 
Mikrofibrillen in der Tunikatenzellulose ungefahr senkrecht aufeinander 
stehen, lassen sie sich nicht umorientieren, wenn in der einen Fibrillen- 
richtung, also in achsialer oder tangentialer Richtung des Mantels ge- 
dehnt wird. 


Fig. 4 laBt ferner Mikrofibrillen erkennen, die sich seitlich zu band- 
artigen Strangen zusammenlegen. Diese Bander sind die Ursache, weshalb 
im Tunicin die Orientierung des Kettengitters der Zellulose nicht nur in 
der Fibrillenrichtung, sondern auch in den Richtungen quer und senkrecht 
zur Bandflache fixiert ist. Solche seitliche Verschmelzungen der Zellulose- 
inikrofibrillen, wie sie Fig.4 zeigt, haben wir bisher in den pflanzlichen 
Zellwianden nie beobachtet, wahrend sie in der Bakterienzellulose (Miihle- 
thaler 1949) und nun also auch in Tunicin auftreten. Dies ist der Grund, 
warum diese beiden Objekte fiir die Réntgenanalyse Praparate ,,héherer 
Orientierung™ zu liefern vermochien. 


Aus Fig. 4 ergibt sich eine Mikrofibrillendicke von etwa 250A. Sie stimmt 
mit den Dimensionen iiberein, die in den Zellulosemikrofibrillen der Zell- 
wande der Pflanzen gefunden worden sind. Es ist merkwiirdig, da bei 
der biogenen Kristallisation der Zellulose diese Fibrillendicke von etwa 
250A immer wieder auftritt. Wiahrend indessen in den Zellwanden ein 
weiteres Wachstum der Mikrofibrillen ausgeschlossen erscheint, kann man 
beim Tunicin die oben erwahnte seitliche Aggregierung zu Bandern be- 
obachten. Offenbar sind beim Tunicin die Gitterkrafte auf den Fibrillen- 
oberflachen nicht viéllig abgesiattigt, so da sie als Aggregierungskrafte 
weiterhin tatig bleiben und entsprechend dem Gitterbauplan (Frey- 
Wyssling & Miihlethaler 1951) zu bandartigen Verschmelzungen 
fiihren. 
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Zusammenfassung 


Die Tunikatenzellulose (Tunicin) besteht wie die Pflanzenzellulose 
aus Mikrofibrillen von etwa 230A Durchmesser. Ahnlich den Mikrofibrillen 
der Bakterienzellulose haben diese das Bestreben, seitlich zu bandartigen 
Aggregaten zu verschmelzen. Solche Bander gestatten eine dreidimen- 
sionale Orientierung des Zellulosekettengitters, wahrend dies bei den 
Mikrofibrillen mit ihrem mehr isodiametrischen Querschnitt nicht méglich ist. 


Summary 
The cellulose of Tunicata (tunicin) consists of microfibrils with a diameter of 
about 250 A, in much the same way as the cellulose of plants. In analogy to the 
bacterial cellulose of Bacterium xylinum, there is a tendency to forming ribbons by 
lateral aggregation. These ribbons allow of producing cellulose preparations of 
“higher” (three dimensional) orientation, which is impossible with the individuali- 
zed microfibrils of plant fibres. 
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Uber protoplasmatische Veriinderungen beim Altern von 
Pflanzenzellen 
Von 


Hermann Fischer 
(Botanisches Institut der Universitat Bonn) 


(Eingelangt am 3. August 1950) 


Einleitung 


Ein Merkmal, das allen Lebewesen innewohnt, scheint die Wandlung von 
Leistung und Struktur mit der Zeit zu sein, deren Erscheinungsbild, das 
Altern, im einzelnen verschieden ist. Ist die belebte Welt als einheitlich 
anzusehen, so kiénnten den mannigfaltigen, durch die Vielzahl der Bau- 
plane der Organismen bedingten Alterserscheinungen gemeinsame Phino- 
mene am Protoplasma zugrunde liegen. Es soll im folgenden zusammen- 
gefaft werden, was in dieser Richtung fiir die Pflanzenzelle bisher erarbeitet 
worden ist. wobei nur die vegetativen Teile, vor allem die Laubblatter, be- 
riicksichtigt werden sollen, da in der generativen Sphire besondere Ver- 
haltnisse herrschen, ja vielfach eher eine Verjiingung als ein Altern hervor- 
tritt. Weiter soll das Altern unabhingig von der Ursache der Auslésung 
so abgegrenzt werden, dal die friihen Entwicklungsstadien der Zelle (Aus- 
differenzierung, Streckung) nur da gestreift werden, wo es aus dem Zu- 
sammenhang notwendig ist, das Vergilben der Blatter, soweit es vital ist, 
aber eingeschlossen wird. 

Eine erschépfende Besprechung aller Literaturangaben zu diesem Thema 
ist kaum méglich, da nur wenige Arbeiten das Altern selbst zum Gegen- 
stand haben, die meisten heranzuziehenden Ergebnisse weit verstreut unter 
anderen Fragestellungen verborgen liegen und manchmal nur da mitgeteilt 
werden, wo Stérungen der Versuchsdaten durch ungleiches Alter auftraten. 
Meist wird in den Arbeiten das Entwicklungsstadium nicht deutlich, unter- 
schiedliche und oft nur ungenau bezeichnete Versuchsbedingungen er- 
schweren den Vergleich, und es ist nicht immer zu entscheiden, ob die Er- 
gebnisse gesichert sind. Die gleichzeitige Untersuchung verschieden alter 
Organe berechtigt nicht ohne weiteres dazu, zwischen ihnen gefundene 
Unterschiede zu einer Altersreihe zu ordnen, wie Richards hervorgehoben 
hat: Im Zustand jedes Blattes dokumentiert sich sein Individualalter und 
das des ganzen Sprosses; auch das Meristem, aus dem die Blatter entstehen, 
durchlauft seinen eigenen Alterszyklus, die altesten Blatter einer Pflanze 
wurden gebildet, als der Vegetationspunkt am jiingsten war. Unterschiede 
von einem Blatt zum anderen kénnen viel gréfer sein als Veranderungen 
eines Blattes mit dessen Alter. Besonders in Fallen, in denen Maxima und 
Minima einer Gréfe auftreten, wird man nach den von Richards gegebe- 
nen Beispielen seinen Einwand beriicksichtigen miissen. Nur selten steht 
aber hinreichend einheitliches Versuchsmaterial zur Verfiigung, um den Ver- 
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lauf des Alterns an gleichwertigen Organen bei fortschreitender Entwicklung 
der ganzen Pflanze zu verfolgen; dies gilt besonders von den hier zu be- 
sprechenden zellphysiologischen Arbeiten. 


Osmotischer Wert 


Wenn auch der osmotische Wert nicht zu den protoplasmatischen Gréven 
gehért, so ist doch sein Zusammenhang mit diesen so eng (auch in metho- 
discher Hinsicht), daft die Arbeiten iiber die Verinderungen des osmotischen 
Wertes im Laufe der Zellentwicklung hier zuerst besprochen werden sollen. 
Sie sind in ihren Ergebnissen recht widerspruchsvoll. 


Bei einigen fadigen Algen wurden grenzplasmolytisch an der Basis 
niedrigere Werte als an der Spitze gefunden, so von Moser bei Cladophora 
fracta, von Buchheim bei Chaetomorpha aerea; Hofmann (1932) stellte 
mit seiner Methode der Turgordehnung beim gleichen Objekt basal héhere 
Werte als apikal, fiir Polysiphonia nigrescens héhere Werte an der Basis, 
fiir Ceramium diaphanum an der Spitze fest; er kritisiert die Anwendung 
der grenzpsalmolytischen Methode bei Meeresalgen vor allem wegen der 
starken Membranquellung bei der Aufhebung des Turgors und fiihrt die 
Widerspriiche verschiedener Autoren hinsichtlich der osmotischen Gra- 
dienten auf solche methodische Mangel zuriick. Héfler (1930) fand fiir 
Grif fithsia opuntioides bei Plasmolyse mit konzentriertem Seewasser in den 
Astspitzen héhere Werte als in den iibrigen Zellen, R. Weber bei Anti- 
thamnion plumula in den basalen Zellen héhere Werte als in den apikalen. 


Fiir eine groBe Zahl von Moosen gibt Bender in alteren Blattern durch- 
weg héhere Grenzplasmolysewerte mit KNO, an als in jiingeren, vermerkt 
aber in vielen seiner Protokolle auch eine héhere Permeabilitit der alteren 
Zellen; Kressin, der diese und andere methodische Mangel der Bender- 
schen Arbeit kritisiert, plasmolysierte mit Rohrzucker oder einem Gemisch 
von KCI und CaCl, (9: 1) Moose verschiedener ékologischer Typen und fand 
dabei die gleichen Altersunterschiede wie Bender. In der gleichen Richtung 
liegen die Ergebnisse von Scheibmair an Plagiochila asplenioides mit 
Rohrzucker. Im Widerspruch dazu unterschieden sich in Menders Ver- 
suchen an Bryum capillare die verschieden alten Zellen bei Plasmolyse mit 
Traubenzucker oder Erythrit zum Teil nicht voneinander, zum Teil hatten 
aber die Blattzellen an der Spitze der Stammchen erheblich héhere Werte als 
in den ilteren Blattchen. 


Uneinheitlich sind auch die Ergebnisse bei Helodea. Wahrend Collins 
berichtet, daf in seinen Versuchen die nicht entfalteten Blatter der Knospe 
von H. canadensis bei plasmometrischer Bestimmung mit Rohrzucker einen 
hdheren Grenzwert zeigten als die der mittleren Sprofregion, fand Gahlen 
mit der gleichen Methode keine oder geringe Gradienten in beiden Rich- 
tungen. Uberwiegend wird ein héherer osmotischer Wert fiir die alteren 
Zellen angegeben, wobei die Unterschiede oft recht ungleich sind, so von 
Gamma zwischen ,,vermutlich ausgewachsenen™ Blattern der Sprofspitze 
und ialieren, von Estetak, in dessen Versuchen die Werte fiir jiingere 
Blatter zwischen 4,2 und 7,5 Atm., fiir altere zwischen 5,8 und 9,9 Atm. 
schwankten, und von Fischer (1948), in dessen Material (ebenfalls 
H. canadensis) nur geringe Unterschiede zwischen im Sireckungswachstum 
befindlichen, ausgewachsenen und schon deutlich alternden Blatter vor- 
handen waren. Entsprechende Feststellungen machte Borriss an H. densa 
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und H. crispa. Im ganzen iiberwiegen demnach fiir Helodea ebenso wie fiir 
die Moose die Angaben iiber ein Konzentrationsgefille von der Basis zur 
Spitze. Collins bringt fiir seine entgegengesetzten Befunde nur einen 
Zahlenbeleg; fiir die uneinheitlichen Messungen diirften auch unterschied- 
liche Versuchsbedingungen, Tages- und Jahresschwankungen verantwort- 
lich sein, worauf besonders Estetaks Zahlen:hinweisen. 


Waren schon bisher die einzelnen Arbeiten schwer vergleichbar, so gilt 
dies in erhdhtem Mafe bei den héheren Landpflanzen. Unter den plasmoly- 
tischen Bestimmungen sind zunachst die mit KNOs gewonnenen methodisch 
bedenklich: So wurde von Pringsheim bei Phaseolus ein rasches Ab- 
sinken vom Vegetationspunkt zu ilteren Blattern beobachiet, bei noch 
alteren Blattern keine weitere Veranderung, von Ursprung und Blum 
(1916) umgekehrt ein Anstieg von der Spitze zur Basis, von Blagowest- 
schenski wiederum bei verschiedenen Pflanzen in den oberen Blattern 
hdhere Werte als in den unteren; diese Arbeit erwahnit bei der Baumwolle 
auch eine Erhéhung zur Bliitezeit, danach ein Wiederabsinken des osmoti- 
schen Werites. Iljin (1929), der mit Rohrzucker plasmolysierte, fand fiir 
verschiedene Pflanzen den geringsten Wert in jungen Blattern, zu den er- 
wachsenen hin ein Ansteigen, bei noch alteren ein erneutes Absinken; 
Stengelblatter hatten héhere Werte als grundstandige. Fiir altere Zellen 
von Rhoeo discolor gibt Albach aus Rohrzuckerversuchen niedrigere Werte 
an als fiir junge, dies gilt fiir den Vergleich von Zellen aus der Blattmitte 
verschieden alter Blatter ebenso wie beim Vergleich von Spitze und Basis 
eines ,,mittleren“ Blattes; die Unterschiede verwischten sich, wenn die 
Schnitte 48 Stunden gewissert wurden. Reuter (1949) fand in den Keim- 
blattern von Soja hispida im Laufe der Entwicklung einen Abfall des osmo- 
tischen Wertes, welcher in den Zellen des Blattinneren und den Sdhlief- 
zellen ausgeprigter war als in den Epidermen der Blattober- und -unter- 
seite, welche ihren Wert nahezu beibehielten. Lambrecht verfolgte an 
gleichmaBigem Material von Lupinus (ebenfalls mit Rohrzucker) die onto- 
genetischen Veranderungen mit folgendem Ergebnis: Fiir jedes Blatt fiel im 
Laufe seiner Entwicklung der osmotische Wert ziemlich stark, so da jeder- 
zeit die héheren Blatter auch die héhere Zellsaftkonzentration hatten. In 
Bliitenblattern von Iris und Gladiolus sinkt nach Bancher der osmotische 
Wert mit dem Fortschreiten des Abbliihens; dieser Autor beobachtete auch 
mit dem Alter der Bliitenblitter zunehmende spontane Vakuolenkontrak- 
tion, wie sie vorher Weber (1930a, b) fiir Vicia Faba bzw. Thea japonica 
und Henner fiir eine Reihe anderer Bliiten beschrieben hatten; ein Zu- 
sammenhang zwischen osmotischen Wert und Vakuolenkontraktion ist nahe- 
gelegt, da in den Fruchtfleischzellen von Ligustrum vulgare (Henner) und 
der Zwiebelschuppe von Allium cepa (Hartmair) eine erhebliche Senkung 
des osmotischen Wertes mit der Spontankontraktion verbunder ist. 


Aus neuerer Zeit liegen eine Reihe kyroskopischer Bestimmungen vor. 
Smirnow mak in alteren Tabakblattern héhere Konzentrationen als in 
jiingeren, diese Angabe steht aber vereinzelt da wie die obengenannte von 
Ursprung und Blum. Gyérffy, der diploide und tetraploide Formen 
verschiedener Pflanzen untersuchte (meist das 2. bis 5. Blattpaar), gibt ein 
Gefille von oben nach unten und mit dem Alter der Pflanzen meist eine 
Konzentrationssteigerung an. Aus den Messungen von Dixon und Atkins 
(vgl. Walter, Hydratur Tab. 36, S. 44) geht keine bestimmte Richtung 
des osmotischen Gefilles hervor. Herrick verfolgte durch wéchentliche 
Messungen (Mai bis Juli) an jiingeren und dlteren Pflanzen von Ambrosia 


46* 








664 H. Fischer 


trifida die osmotischen Verinderungen in den einzelnen Blattern und Inter- 
nodien. Die osmotischen Werte stiegen von unten nach oben, vielfach hatte 
das spitzenniichste Blatt wieder einen niedrigeren Wert; bei Pflanzen, die 
unter Wassermangel litten, hatte dieses oberste Blatt aber den héchsten 
Wert, wie besonders aus den Daten iiber Tagesschwankungen hervorgeht, 
und blieb bei starkem Wasserverlust als einziges turgeszent. (Entsprechend 
fand Beiler fiir Pisum sativum ein zunehmendes Sattigungsdefizit von 
unten nach oben, nur das jiingste Blatt hatte oft wieder einen geringeren 
Wert, in alternden machten sich ebenso wie in welkenden Blattern Stérun- 
gen in einem erneuten hohen Sattigungsdefizit bemerkbar. Ahnliche An- 
gaben macht kurz [S. 243] Rouschal.) Blatter gleicher Insertion zeigten 
in Herricks Versuchen vom Jugend- zum Reifestadium zunichst steigende, 
dann wieder fallende osmotische Werte; die Stetigkeit wurde allerdings 
durch trockene Witterung unterbrochen, die einen Wiederanstieg bewirkie, 
umgekehrt mag die gegenseitige Beschattung fiir niedrigere Werte verant- 
wortlich gewesen sein. Die Arbeit zeigt deutlich, worauf besonders Walter 
hingewiesen hat, wie stark die Verteilung der Zellsaftkonzentrationen in 
den einzelnen Teilen der Pflanze durch Aufenfaktoren bedingt ist, und be- 
starkt die Auffassung, daft mindestens viele der besprochenen osmotischen 
Unterschiede nicht so sehr primaire zellphysiologische Zustinde wider- 
spiegeln, sondern sekundar durch die Wasserversorgung, aber auch durch 
Bildung und Abbau von Reservestoffen hervorgerufen wurden; so diirften 
sich die Widerspriiche in der Literatur wenigstens teilweise erkliren lassen. 
Beim Vergleich verschiedener Pflanzentypen fallt aber auf, daf} fiir Helodea 
ebenso wie fiir Moose die Angaben iiber héhere osmotische Werte in den 
basalen Blattern iiberwiegen, wahrend bei héheren Landpflanzen vor allem 
in den neueren Arbeiten der Gradient vielfach vom jungen zum alten 
Blatt verlauft. Wieweit sich das Alter der ganzen Pflanze ‘auswirkt, lat 
sich beim Fehlen von Versuchen unter kontrollierten Aufenbedingungen 
nicht sagen. 


Derartige Untersuchungen sind von Pirson und Seidel an der Wurzel 
von Lemna minor (plasmometrisch mit Traubenzucker) angestellt worden. 
Die Zellen der meristematischen Spitzenzone wurden wegen technischer 
Schwierigkeiten nicht gemessen, in der Streckungszone fiel der osmotische 
Wert basalwarts ab und erreichte ein Minimum am Ende der Sireckungs- 
zone, wo die Zellen ihre gréfte Lange erreicht haben. In den ausdifferen- 
zierten Zellen stieg der osmotische Wert allmahlich wieder an, ohne aber 
die gleiche Hohe wie in den jungen Zellen zu erreichen. Bei Zusatz von 
05% Traubenzucker zur Kulturlésung blieb der osmotische Gradient er- 
halten, die Werte waren gegeniiber den zuckerfreien Kulturen entsprechend 
der Konzentrationssteigerung erhoht. 


Im Anschluf hieran soll noch die Arbeit von Lothring erwahnt werden, 
obwohl der Autor selbst hervorhebt, da® der von ihm verwendete Alters- 
begriff sich mit dem fiir héhere Pflanzen und Tiere nicht deckt, daB es sogar 
sinnlos sei, vom Altern der Einzeller zu sprechen. Er stellte an Mesotaenium 
und anderen Siiffwasseralgen fest, daft sich der plasmolytische Grenzwert 
bei jeder Entfernung vom Optimum der Ernahrung erhéhte, im Ernahrungs- 
optimum ein Minimum hatte. ,,Alte“ Kulturen haben demnach einen hohen, 
»junge einen niedrigen osmotischen Wert, wobei iiber ,,alt“ und ,,jung 
nicht die Zeitdauer der Kulturfolge, sondern die anfangliche stoffliche Zu- 
sammensetzung des Nahrsubstrates und die Geschwindigkeit ihrer Ver- 
anderung entscheidet. Das Alter der Einzelzelle bleibt unbestimmt. 
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Permeabilitit 


Sind schon die Angaben iiber die Verinderungen des osmotischen Wertes 
beim eigentlichen Altern der Zellen sparlich, so gilt das in erhdhtem Mafe 
von den Permeabilitatsdifferenzen. Die meisten Vergleiche wurden auch 
hier zwischen jungen Zellen, die sich noch im Streckungswachstum befanden, 
und ausgewachsenen gezogen, die spateren Altersstadien meist nicht beriick- 
sichtigt. 

Fiir Moose schloB Bender, wie schon erwiahnt, aus seinen KNOs;-Ver- 
suchen bei vielen, aber keineswegs allen von seinen Versuchsobjekten auf 
eine erhéhte Permeabilitat alterer Zellen. Kressin fand in alten Blattern 
(,,diejenigen, die in méglichst weiter Entfernung vom Sprofende an der 
Achse saffen und noch keine Merkmale beginnender Degeneration auf- 
wiesen’) von Fontinalis antipyretica und Dicranum undulatum hohere 
Harnstoffpermeabilitaét als in jiingeren, bei Lophocolea bidentata und 
Mnium splendens geringere. 

Fiir Helodea canadensis gibt Gahlen Unterschiede zwischen Blattern 
des 1. und 25. Blattquirles (von der Spitze gerechnet): Deplasmolyse mit 
NaCl trat in jungen Blattern meist eher ein als in alten, ebenso war die 
Wasserpermeabilitat (bei Plasmolyse mit Rohrzucker oder NaCl) in den 
jungen Zellen gréfer. Collins erwahnt héhere Permeabilitat fiir altere 
als fiir jiingere Zellen bei Verwendung der plasmometrischen Methode, es 
geht aber aus seiner Darstellung nicht hervor, ob verschieden alte Zellen 
des gleichen Blattes oder Zellen verschiedener Blatter untersucht und fiir 
welche Stoffe die Permeabilitaét bestimmt wurde. Daf Permeabilititsver- 
ainderungen mit dem Alter fiir verschiedene Stoffe durchaus nicht im 
gleichen Sinne einzutreten brauchen, hat bei Helodea densa zuerst Mark- 
lund festgestellt. ‘Er untersuchte drei Blattalter aus verschiedenen Zonen 
des gleichen Sprosses (Zone I Streckungszone, II unmittelbar darauf fol- 
gend, II] ausgewachsene Zellen) und fand dabei im basalen Teil z. B. fol- 
gende Deplasmolysezeiten: 


II lI 
Methylharnstoff 43’ 9’ 16’ 
Harnstoff 4h 4’ 20’ 
Glyzerin 8%h 45’ — 


Die starkste Permeation erfolgte hier in der mittleren Zone fiir beide Amide 
wie fiir Glyzerin, eine Férderung der Glyzerinaufnahme im Laufe der Ent- 
wicklung wird an den Epidermiszellen der Blatirippen von Taraxacum 
pectinatiforme deutlich, die in der Jugend einen extremen Harnstofftyp 
reprasentieren, erwachsen aber Glyzerin schneller eintreten lassen (Mark- 
lund): 


noch nicht ausgewachsen _,,altes“ Blatt (griin) 


Methylharnstoff 11/2’ 7’ 
Harnstoff 4’ 37/5 
Glyzerin 43*/5' 17/5’ 


Die Harnstoffaufnahme wird hier mit dem Alter sehr viel starker als die 
Glyzerinpermeabilitat vermindert. Messungen in fortgeschritteneren Aliers- 
stadien liegen mit einer Ausnahme, bei der die Aufnahme von Harnstoff 
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und Glyzerin verlangsamt wurde, in dieser Arbeit nicht vor, wohl aber in 
der von Hofmeister (1938), der verschieden alte Blatischeiden von Ranun- 
culus repens untersuchie, darunter auch stark gealterte. An solchen Organen 
war die Permeabilitat fiir Harnstoff von gleicher Gréfenordnung wie bei 
erwachsenen, die fiir Glyzerin stark herabgemindert. Bei noch jiingeren 
Scheiden permeierten beide Verbindungen absolut schneller, relativ zuein- 
ander waren sie in ihren Permeationsgeschwindigkeiten aber in diesen wie 
in den ausgewachsenen Blattscheiden nicht sehr verschieden. Die Befunde 
von Marklund und von Hofmeister zeigen gemeinsame und wider- 
sprechende Ziige; es ist nach den angegebenen Daten, die aus wenigen mit- 
geteilten Versuchen stammen, méglich, daf Versuche auf breiterer Basis ein 
zusammenhiangendes Bild liefern wiirden. Hinzuzufiigen ist, daf die alters- 
bedingten Schwankungen von jahreszeitlichen sowohl der absoluten als auch 
der relativen Permeabilitaét iiberlagert werden (besonders Hofmeister 
1938). An den Blattscheiden von Caltha palustris fand Hofmeister (1935) 
keine wesentlichen altersbedingten Permeabilitatsunterschiede. 


Bouillenne plasmolysierte junge und ausgewachsene Epidermen der 
Blatter von Allium cepa und Tradescantia virginica, wobei mit anorgani- 
schen Salzen innerhalb 2 Stunden keine Deplasmolyse eintrat. Mit Ammo- 
niumformiat, -azetat, -butyrat und -valerianat ging die Plasmolyse zuriick, 
und zwar bei den jungen Blattern viermal so schnell wie bei den dlteren. 
Dieses Permeabilitatsverhaltnis lie8 sich auch bei mehrmaliger Deplasmolyse 
erzielen, andererseits machte sich vielfach eine toxische Wirkung der Salze 
bemerkbar. Albach schlie®t aus der Abnahme des osmotischen Wertes 
beim Wassern von Rhoeo-Schnitten auf eine starkere Exosmose aus jiingeren 
Zellen, die einen héheren osmotischen Wert haben (s. o.). Beim Vergleich 
von Zellen der Blattbasis und der Spitzenregion stellte Ruge (1943) am 
gleichen Objekt eine Permeabilitatssteigerung fiir Erythrit und Glyzerin 
und eine Abnahme fiir Harnstoff, Sulfoharnstoff und Acetamid mit der 
Ausdifferenzierung fest; wir finden hier den Ubergang vom Harnstoff- zum 
Glyzerintyp im Laufe der Entwicklung wie bei Marklund wieder. Stark 
gealterte Zellen untersuchte Reuter (1937) an der Epidermis vergilbender 
Blatter von Sedum praealtum mit dem Ergebnis einer gegeniiber griinen 
Blattern in gleicher Weise fiir Harnstoff, Glyzerin, KNOs und CaCls herab- 
gesetzten Permeabilitit. Auffallend und einer Nachpriifung wert erscheinen 
die Zahlen fiir die Elektrolyte: Bei KNOs und CaCl: kam es in gelben 
Blattern nicht zur Deplasmolyse, wihrend sie in griinen nach 20 Stunden 
begann und nach 22 Stunden beendet war. Am Soja-Keimblatt, von dem 
fiinf Stadien bis zum Vergilben untersucht wurden, fand Reuter (1949) 
zunachst eine Zunahme, beim Vergilben eine starke Herabsetzung der Harn- 
stoffpermeabilitat, wobei sich die einzelnen Zellschichten etwas verschieden 
verhielten. Die Glyzerinpermeabilitat war ebenso wie in Marklunds Ver- 
suchen weniger stark herabgesetzt als die Harnstoffpermeabilitat. Die 
Permeabilitat der SchlieBzellen war hoch, in vergilbten Keimblittern ge- 
ringer. Ebenso fand Weber (1931 b) an den Schliefizellen von Ranunculus 
Ficaria eine hohe Harnstoffpermeabilitat, die eine Plasmolyse verhinderte; 
er konnte zeigen, daf diese nur bei funktionierenden Schliefizellen vor- 
handen ist, wahrend unentwickelte und solche gelber Blatter sich plasmoly- 
sieren lieBen. Wir méchten diese Beobachtung ebenso nicht zu den Alters- 
erscheinungen i. e. S. zahlen wie Webers (1931 a) Feststellungen an Spiro- 
gyra, die ebenfalls eine Verainderung der Harnstoffpermeabilitat im Zu- 
sammenhang mit bestimmten funktionellen Zustanden der Zelle erkennen 
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lift: Zellen im Jugendstadium und vor der Zellteilung lassen sich plas- 
molysieren, solche im Streckungswachstum nicht, in diesen ist infelgedessen 
die Schidigung durch eingedrungenen Harnstoff gréfer. In einer spateren 
Arbeit zeigte Weber (1934), daf{ umgekehrt die ,,jiingeren“ Spirogyra- 
Zellen gegen Athylalkohol empfindlicher sind als die alten, und diskutiert 
die Moglichkeit, daf diese Resistenzunterschiede ebenfalls permeabilitits- 
bedingt sein kénnen. 

In der Lemna-Wurzel stellten Pirson und Seidel ein Minimum der 
Harnstoffpermeabilitat fest, das mit dem schon besprochenen Minimum des 
osmotischen Wertes zusammenfiallt. Apikal- und basalwiirts stieg die Harn- 
stoffpermeabilitit vom Ende der Streckungszone an. Gelegentlich wurde 
ein erneutes Absinken bis zur weitgehenden Blockierung der Harnstoffauf- 
nahme in den altesten Zellen an der Wurzelbasis beobachtet. 


Viskositit 


Auch die Zytoplasmaviskositaét von Blattern verschiedener Entwicklungs- 
stadien ist besonders im Zusammenhang mit der Analyse des Streckungs- 
wachstums untersucht worden. Durch die Arbeit von Strugger (1934), in 
welcher mit der Plasmolyseform- und -zeitmethode fiir verschiedene Objekte 
in Zellen der Streckungszone eine héhere Viskositat gefunden wurde als in 
ausgewachsenen, ist eine Reihe weiterer Untersuchungen angeregt worden, 
unter denen die von Borriss und Ruge (1940) wegen ihrer methodisch- 
kritischen Zielsetzung fiir plasmolytische Viskositaétsmessungen an Zellen 
verschiedenen Alters richtungweisend sind. Borriss kennte fiir die von 
Strugger verwendete Helodea densa dessen Ergebnisse im wesentlichen 
bestatigen; im Gegensatz zu der mit dem Alter der Blattfeldzellen von 
Helodea densa stetig abnehmenden Plasmolysezeit zeigten bei Helodea 
crispa die entsprchenden Zellen in der Endphase des Streckungs- 
wachstums ein Minimum der Plasmolysezeit. Fiir die Zahne an einem und 
demselben Blatt von Helodea densa nimmt die Kurve der aus Plasmolyse- 
form und -zeit geschlossenen Viskositaét einen wellenférmigen Verlauf; im 
einzelnen hievon etwas abweichend fand sie Ruge (1940) aus Plasmolyse, 
Zentrifugalverlagerung und Protoplasmastrémung. Den Kurven beider 
Autoren ist gemeinsam, daft das Viskositatsmaximum in den Zahnen nicht 
im Stadium starker Volumenvergréferung liegt. ,,Alternde* Zellen wurden 
nicht untersucht, die Angaben von Kressin, daf die Zytoplasmaviskositiat 
in alteren Mooszellen geringer sei als in jiingeren, bezieht sich auf solche, 
die noch keine Zeichen von Degeneration zeigten. Ganz junge Lophocolea- 
Blatter hatten wiederum eine sehr kurze Plasmolysezeit. An starker ge- 
alterten, aber noch griinen Blattern von Plagiochila asplenioides fand 
Scheibmair sehr kurze, an jungen sehr lange Plasmolysezeiten, iiber ver- 
gilbende Blatter wird nichts erwihnt. Entsprechende Angaben macht Bieb| 
({940) fiir Hookeria lucens. Im Gegensatz zu den genannten Autoren zielten 
Fischers Arbeiten speziell auf das Altersproblem. Es wurden Blatter 
einer Reihe von Wasser- und Landpflanzen in drei Entwicklungsstadien 
(jung, ausgewachsen, alt = mehr oder weniger stark vergilbt) mit verschie- 
denen plasmolysierenden Mitieln in abgestuften Konzentrationen unter- 
sucht, um spezifische und Hypertonieeffekte auszuschalten. Vielfach lieBen 
sich keine Altersunterschiede von Plasmolyseform und -zeit aufdecken, viel- 
fach wiesen solche auf eine mit fortschreitendem Alter fallende Viskositat: 
nur in vereinzelten Messungen an Ranunculus Ficaria war das Umgekehrte 
der Fall. Bliitenblatter, in denen das ,,Altern“ sehr rasch abliuft, ent- 
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sprechen offenbar den Laubblitiern, indem teils keine Altersunterschiede 
festgestellt werden konnten, teils die Abrundung in forigeschritteneren 
Stadien schneller einirat, wie iibereinstimmend mit Strugger (1934) und 
Bancher gefunden wurde; diese Ergebnisse sind jedoch mit Vorbehalt aus- 
zuwerten, da Bliitenblitter dem gleichmafigen Zutritt des Plasmolytikums 
zu den Zellen besondere Schwierigkeiten machen. 

An der Lemna-Wurzel (Pirson und Seidel) fielen die oben erwaihnten 
Minima des osmotischen Wertes und der Harnstoffpermeabilitét mit einem 
Maximum der Plasmolysezeit zusammen, d. h. die Zellen erreichten ihre 
héchste Zytoplasmaviskositaét mit ihrer gréBten Linge. Danach nahm die 
Viskositat zur Basis hin stetig ab, eine erneute Erh6hung wurde nicht beob- 
achtet. Durch getrennte Untersuchung von Spitzen-, Hauptstreckungs- und 
tilterer Dauerzone unter Beriicksichtigung der osmotischen Gradienten 
wurde sichergestellt, dal? die Unterschiede in der Plasmolysezeit nicht durch 
verschiedene Grade der Hypertonie hervorgerufen waren. 

In der Literatur finden sich auch Angaben iiber eine mit dem Alter 
steigende Zytoplasmaviskositit, so zuerst von Bélehradek fiir die Blatter 
von Helodea densa, bei denen auf einen starken Viskositatsanstieg im 
Stadium des Ergriinens und eine weitere Steigerung bis zu den Alteren 
Blattern aus dem Vergleich der Geschwindigkeiten von Mikrosomen und 
Chloroplasten in der Plasmastrémung geschlossen wurde. Bestehen gegen 
diesen Befund grofe methodische Bedenken, so ist das auch bei anderen 
Arbeiten der Fall, die ebenfalls Steigerung der Viskositat in alteren Blattern 
angeben: Reuters (1937) erhéhte Plasmolysezeiten mit Harnstoff und Gly- 
zerin in vergilbenden Blattern von Sedum praealtum riihren offenbar von 
der héheren Permeabilitat der jiingeren Zellen her, die eine beschleunigte 
Abrundung durch Deplasmolyse bewirkt, wie Borriss hervorhob und 
Fischer (1949) bei Sedum telephium bestitigte. In einer neuen Arbeit be- 
richtet Reuter (1949), da® in den Zellen des Keimblattes von Soja hispida 
die Abrundung in griinem Material rasch erfolgte, waihrend in vergilbtem 
lange Zeit eckige und krampfige Plasmolyseformen vorherrschten. Es aft 
sich nicht beurteilen, ob Viskositatsunterschiede vorlagen oder solche durch 
héhere Hypertoniegrade bei den gelben Zellen vorgetauscht wurden, wie es 
durchaus mdglich erscheint, da vom gleichen Material ein Absinken des 
osmotischen Wertes zum vergilbenden Keimblatt angegeben wird (s. 0.); 
ob auch spezifische Wirkungen der verwendeten Plasmolytica oder Perme- 
abilitatsdifferenzen die Plasmolyseform mitbestimmten, lat sich nicht ent- 
scheiden, da die Arbeit nur die Angabe enthialt, daf verschiedene Plasmoly- 
tica in einer Konzentration von 0,5 mol. verwendet wurden. 


Ashby zitiert ohne Namensnennung Arbeiten verschiedener russischer 
Autoren, nach denen Permeabilitaét und Viskositat des Protoplasmas alter 
Zellen hoch sind. Die Arbeiten sind dem Referenten leider nicht zuganglich; 
er konnte weder iiber Objekte noch Methoden etwas erfahren, so daf eine 
Beurteilung nicht méglich ist. 


Timmels Befund, daf& im Grundgewebe des Stengels von Caltha palu- 
stris die Chloroplasten im Mai sich verlagern lassen, im Juni und spiter 
im Jahr bei gleicher Zentrifugalkraft aber nicht mehr, muf nicht notwendig 
einen Altersunterschied anzeigen. Die Zentrifugenmethode ist fiir die Vis- 
kositatsbestimmung an verschieden alien Zellen iiberhaupt bedenklich, da 
kaum jemals Gleichheit des spezifischen Gewichts gewahrleistet sein wird. 
So erklaren sich zwanglos die unterschiedlichen Ergebnisse von Zentrifugen- 
versuchen an Rotalgen, in denen sich zum Teil in alteren (Héfler 1936), 
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zum Teil in jiingeren Zellen die Plastiden leichter verlagern liefen oder 
Unterschiede iiberhaupt fehlten (Bieb1 1937). 

Die Brownsche Molekularbewegung als Gradmesser der Plasmaviskosi- 
tit ist fiir Metaphytenzellen bisher nur in Ausnahmefillen herangezogen 
worden und fiir die Messung von Altersunterschieden auch kaum verwend- 
bar. Wohl aber ist dies bei Einzellern geschehen, wobei allerdings auf den 
anderen Charakter des Altersbegriffs fiir Mikroorganismen nochmals hinzu- 
weisen ware (Lothring). Fir Hefezellen gibt de Gregorio Roca- 
solano eine Abnahme der BMB. mit fortschreitendem Kulturalter an und 
schlieBt daraus auf eine ViskositaétserhGhung und Dispersititsverminderung; 
dies entspricht seiner Hypothese, nach welcher analog zu den Verhiltnissen 
beim Altern hydrophiler Kolloide eine fortschreitende Dehydratisierung als 
wesentlich fiir das Altern der Organismen anzusehen ist. Seine Befunde er- 
scheinen aber auch abgesehen von dieser Deutung zweifelhaft, da er selbst 
von einer TeilchenvergréRerung in den alteren Kulturen spricht. Die alteren 
Angaben von Russo iiber die Abnahme der BMB. in alternden Pflanzen- 
zellen sind zu ungenau, um beweiskraftig zu sein, wahrscheinlich verwen- 
dete er Material im pramortalen Stadium. Chifflot und Gautier 
sprechen lediglich von einer besonders lebhaften BMB. in ,,jungen™ Algen- 
zellen (z. B. Spirogyra in der Teilung, keimende Zygospore von Cosmarium), 
ohne bestimmte Altersstadien zu priifen. Daf in ,,alternden” Zellen von 
Mikroorganismen Viskosititserhéhungen auftreten, ist weder bewiesen noch 
widerlegt. In Lothrings Versuchen an Mesotaenium, die bereits bespro- 
chen wurden, plasmolysierten die Zellen stets konvex ohne Fadenbildung. 


Resistenz 


Die geringere Vitalitat alterer Blatter scheint sich schon auferlich in der 
immer wieder beobachteten Erscheinung auszudriicken, daft aliere Blatter 
zuerst erfrieren oder vertrocknen (z. B. Seible). Dies gilt jedoch nicht 
unbedingt: so berichtet Gicklhorn, da bei Helianthus annuus nach einem 
Nachtfrost nur die mittleren Blatter erfroren waren, wahrend die jiingsten 
und die schon vergilbenden sich wieder erholten. An Mooszellen (Plagio- 
chila asplenioides) zeigte Scheibmair in Versuchen auf dem Heiztisch 
eine mit dem Alter abnehmende, beim Vergilben aber wieder zunehmende 
Hitzeresistenz. In den zahlreichen Arbeiten zur protoplasmatischen Anatomie 
des Helodea-Blattes finden sich auch Angaben iiber Resistenzunterschiede 
junger und alter Blatter: Meind1! behandelte mit 0,1% KMnQOu.-Lésung und 
fand danach die jungen Blatter der Knospenregion von H. canadensis 
gegen Plasmolyse resistenter als die ausgewachsenen, bei denen die Blatt- 
feldzellen vielfach keine normale Plasmolyse, sondern Tonoplastenstadien 
und Desorganisation von Mesoplasma und Chloroplasten zeigten. Auch in 
Borriss’ Versuchen waren ,,eben ausgewachsene~ Blatter von H. densa 
resistenter gegen hypertonische Lésungen von KCl und KCNS als ,,etwas 
ailtere“ (10cm unterhalb der Endknospe). Collins verglich Blatter der 
nicht entfalteten Knospe von H. canadensis mit solchen der ,,mittleren 
Region“ der Sprosse hinsichtlich ihrer Plasmolysierbarkeit nach Behandlung 
mit Lésungen von Athylalkohol, Oxalsiure, MgSO:, BaCle und AgNOs und 
fand die jungen durchweg resistenter, Estetak, der zum Teil die gleichen, 
zum Teil andere wasserlisliche Gifte benutzte, umgekehri die alteren. Die 
jiingsten Blattzihne von H. densa sind nach Ruge (1940) gegen Deplas- 
molyse am wenigsten empfindlich. Geringere Plasmolyseresistenz alterer 
Blatter wird auch fiir andere Pflanzen angegeben, so von Albach fiir 
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Rhoeo discolor und von Mender fiir Bryum capillare. Die ungleiche Resis- 
tenz gegeniiber Harnstoff und Athylalkohol von Spirogyra-Zellen verschie- 
denen ,,Alters” (Weber 1931 a, 1934) wurde schon im Zusammenhang mit 
der Permeabilitat besprochen. 

Reuter (1937) behandelte Schnitte von Sedum praealtum 5 Minuten auf 
dem Heiztisch und fand ein Absterben der Epidermiszellen griiner Blatter 
bei 54°C, gelber bei 64°C; ebenso waren die gelben widerstandsfahiger 
gegen Einlegen in 3% Atherwasser. Ihre Versuche (Reuter 1949) mit 2% 
Atherwasser am Soja-Keimblatt zeigen gewebespezifische Unterschiede, in- 
dem die Blattepidermen mit dem Vergilben ebenso wie bei Sedum wider- 
standsfihiger, die Mesophyllschichten empfindlicher wurden (Test: Plas- 
molysierbarkeit); gleiches gilt von der Resistenz gegen Salzlésungen. 
Bogen gibt fiir Rhoeo discolor in jungen Blattern héhere Hitzeresistenz 
als in alteren an, entsprechend unterscheiden sich basale und apikale Teile 
des gleichen Blattes. Die Spezifitat der Resistenzerscheinungen ergibt sich 
besonders schén aus Untersuchungen an Mnium rostratum (Bieb] 1947), 
bei denen ganze Sprosse in abgestuften Lésungen von H,BO, und ZnSO, 
eingelegt wurden und die jungen Blatter sich gegeniiber B, die alten gegen- 
iiber Zn widerstandsfahiger zeigten. Hiebei liegen wie bei Reuters (1949) 
Versuchen spezifische Unterschiede einzelner Zellsorten vor: In ZnSQ,- 
Lésungen starben die Blattrandzellen schnell ab, wahrend in HsBOs-Lésun- 
gen der ungeschiadigte Blattrand die abgestorbenen Feldzellen umgab; die 
Mittelrippe verhielt sich ahnlich wie der Blatitrand. In einer neuen Arbeit © 
fand Biebl (1949) ahnliche Verhialtnisse fiir das Lebermoos Calypogeia 
Neesiana, bei dem in 3% HsBOs-Lésung die jiingsten, in 3% ZnSOu.-Lésung 
die altesten Blatter zuerst abstarben. Ahnlich wie bei den friiher erwahnten 
Permeabilitatsunterschieden werden auch diese aliersbedingten Resistenz- 
unterschiede von jahreszeitlichen Schwankungen iiberlagert. An den Zu- 
sammenhang von Resistenz und Permeabilitat ist auch hier zu denken. 


Andere Gré6en 


Paech (i940b) fand mit der von ihm ausgearbeiteten Methode der 
Messung der Widerstandserhéhung lebenden Gewebes unter der Einwir- 
kung von Chloroform, daf diese Steigerung in jungen Organen wesentlich 
groéfer ist als in alteren. Er behandelte Blatter verschiedener Insertion, 
apikale und basale Teile von Spargelstangen, unreife und reife Friichte mit 
einer fiir jedes Objekt ermittelten optimalen Chloroformdosis, bei welcher 
der elekirische Widerstand einen bleibenden Maximalwert erreichte. Dieser 
Wert wird bei alteren Organen geringer, so daft sich eine Ordnung ent- 
sprechend dem physiologischen Alter vom jiingsten bis zum dltesten Sta- 
dium ergab. Unter der Annahme von zweierlei Eiweifmizellen in der 
Plasmahaut, von denen die einen von einem Lipoidfilm umhiillt sind, 
schlieBt der Autor auf eine mit dem Alter abnehmende Hydratationsfahig- 
keit zum mindesten dieser Mizelle. 

Bei einem solchen Hydratationsabfall des Protoplasmas oder einer seiner 
Komponenten wird man auch enisprechende Verschiebungen des pH-Wertes 
und des IEP erwarten. Die Literatur bringt nur einige Angaben iiber pH- 
Werte in Zellsiften, die fiir das Zytoplasma héchstens von sekundirer Be- 
deutung sind. Gustafsons (1924a) und Smalls Untersuchungen zeigen 
verschiedene pH-Gradienten, indem sich bei den einen Pflanzen in den 
unteren, bei den anderen in den oberen Blattern héhere pH-Werie fanden; 
wie stark auch hier die Abhangigkeit von Aufenbedingungen ist, zeigte 
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Gustafson (1924b) an Bryophyllum calycinum, bei dem bei bewélktem 
Himmel die iiltesten, bei sonnigem Wetter die jiingsten Blatter den héchsten 
pH-Wert hatten. In Smirnows Versuchen stieg in Tabakblattern der pH- 
Wert irotz zunehmendem Saurgehalt etwas an. Wood maf durch Anlegen 
einer Mikro-Chinhydron-Elektrode an Blatter von Atriplex nummularium 
in situ eine schwache pH-Steigerung von 6,25 auf 6,60 vom Entfalten zum 
Vergilben. 

Hinsichtlich des IEP von Protoplasten verschiedenen Alters liegen nur 
wenige Angaben vor (Drawert 1938, Strugger 1938), aus denen sich noch 
kein Bild gewinnen laft; es ist auch zu bedenken, dafi Unterschiede in 
der Farbbarkeit mit sauren und basischen Farbstoffen nicht aliein auf dem 
Ladungszustand des Protoplasmas beruhen miissen. 

Als AbschluB dieses mit physikalischen Methoden gewonnene Gréfen 
umfassenden Abschnittes sei noch auf eine Arbeit von Lepeschkin hin- 
gewiesen, in welcher aus einer geringen Longitudinalstreuung ultraroter 
Strahlen im Parenchym Alterer Blatter von Echeveria agavoides auf eine 
Molekiilverkleinerung im alternden Protoplasma geschlossen wird. 


Diskussion 


Die hier referierten Arbeiten geben eine verwirrende Fiille von Einzel- 
befunden, aber kein einheitliches Bild tiber charakteristische plasmatische 
Veranderungen mit dem Alter der Zelle; eine Ordnung aller Einzelheiten im 
Rahmen einer einheitlichen Theorie des Alterns erscheint nicht méglich. 
Auch methodisch einwandfreie Arbeiten sind wegen der uneinheitlichen 
Versuchsbedingungen, des meist ungeniigend definierten Alterszustandes, 
des Auftretens von jahreszeitlichen Schwankungen, wie sie sich selbst bei 
Pirsons und Seidels konstant kultivierter Lemna bemerkbar machen, 
und der korrelativen Beeinflussung der einzelnen Teile der Pflanze schwer 
vergleichbar. Uber die stoffwechselphysiologischen Korrelationen zwischen 
Blattern verschiedenen Alters und der generativen Sphiare gibt die Lite- 
ratur ein deutlicheres Bild (Paech 1940a, Fischer 1949), entsprechende 
zellphysiologische Erscheinungen, wie die von Blagowestschenski er- 
wiahnte Erhéhung des osmotischen Wertes zur Bliitezeit (s.o.), fehlen fast 
ganz. Wahrend aus der besprochenen Literatur die Permeabilitatsanderun- 
gen mit dem Alter als Ganzes ziemlich uniibersichtlich bleiben, darf man 
fiir die Viskositét zum mindesten bei der weiteren Entwicklung der aus- 
differenzierten Zelle eine stetige Abnahme als gesichert ansehen, wenn auch 
einzelne Befunde noch zu widersprechen scheinen. Driickte sich hierin eine 
stiindige Senkung der Hydratation aus, so ware ein kontinuierlicher Alters- 
gradient, dem Altern mancher Kolloide vergleichbar, vorhanden. Die im 
ganzen geringere Resistenz alierer Blatter gegen Kalte und Diirre liefe sich 
mit der geringeren Hydratation erklaren (Kessler und Ruhland, 
Stocker), in diesem Sinne kénnte auch die relative Zunahme von Ca** 
im Vergleich zu K’* in dlteren Blattern wegen der Hydratationswirkung 
beider Ionen wichtig sein. Fischer (1949) fand durchweg diese Verschiebung 
des Ionenverhaltnisses beim Altern der Blatter, hebt aber hervor, daB zum 
mindesten nicht alle Alterserscheinungen damit in Zusammenhang zu bringen 
sind; durch die Arbeit von Pirson und Seidel ist die mégliche Rolle der 
[onen “fiir das Zellaltern weiter eingeschrinkt worden, wie noch zu be- 
sprechen sein wird. 

Die Schwierigkeit, aus den vorhandenen Beobachtungen iiber alters- 
bedingte plasmatische Veranderungen gemeinsame Ziige herauszuarbeiten 
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und zu einer kausalen Verkniipfung der gemessenen Gréfen vorzudringen, 
liegt aber nicht nur in der Uneinheitlichkeit des Versuchsmaterials begriin- 
det. Es ist vielmehr in Frage zu stellen, daB die eigentliche Ursache des 
Alterns innerhalb des Bereiches liegt, in welchem die Protoplasmatik heute 
messen kann, der ja zu einem wesentlichen Teil durch die Auswertung der 
Plasmolyse gegeben ist. Durch die Arbeit von Pirson und Seidel an der 
Lemna-Wurzel ist zuniachst fiir dieses Objekt ein Fortschritt in der Kausal- 
analyse des Alterns erzielt worden. Die Einzeldaten fiir normale Wurzeln 
sind schon in den vorhergehenden Abschnitten dargestellt worden, ihre 
Verkniipfung wird aber erst durch den Vergleich mit Wurzeln, die bei 
K- oder Ca-Mangel angezogen waren, deuilich. Als erste Mangelwirkung 
zeigte sich eine von der Dauerzone zur Spitze fortschreitende Verinderung 
des osmotischen Wertes, und zwar bei K-Mangel eine Senkung, bei Ca-Man- 
gel eine Steigerung. Erst spaiter machte sich bei Viskositait und Harnstoff- 
permeabilitat eine Anderung bemerkbar, die nicht, wie man erwarten 
kénnte, antagonistisch, sondern fiir K- und Ca-Mangel gleichsinnig in ver- 
kiirzter Plasmolysezeit und Deplasmolysezeit bestand: 


Kaliummangel Calciummangel Alternde Zellen 


Plasmolysezeit in Glukose verkiirzt verkiirzt verkiirzt 
Deplasmolysezeit in Harnstoff verkiirzt verkiirzt verkiirzt 
Osmotischer Wert erniedrigt erhéht ansteigend 
Respir. O.-Verbrauch erhéht erhéht erniedrigt 


Die genaue Analyse ergab, dafi die Plasmolysezeitveranderung unter 
Mangelbedingungen sich erst nachweisen lat, wenn das Wurzelwachstum 
im Vergleich zu voll ernahrten Wurzeln gehemmt wird, erst dann tritt eine 
Verschiebung des Maximums zur Wurzelspitze hin und eine Verflachung 
des oben geschilderten Gradienten ein, die Wurzel ,,altert” unter Mangel- 
bedingungen schneller, iibrigens auch unter anderen, die das Wachstum be- 
eintrachtigen (Alter der Kultur, Jahreszeit). Die Mangelwirkung ist keine 
spezifische, sondern sie list eine Wachstumshemmung aus, als deren Folge 
der Plasmolysezeitgradient bei K- und Ca-Mangel gleichsinnig beeinfluRt 
wird; bei Ca-Mangel tritt diese Wirkung zusammen mit der Wachstums- 
hemmung etwas eher als bei K-Mangel ein. Der Mangeleffekt auf die Harn- 
stoffpermeabilitaét ist analog, das Permeabilitatsminimum ist spitzenwarts 
verschoben, der Gradient verflacht. Im Gegensatz zu diesen beiden plasma- 
tischen Gréfen, bei denen durch den Kationenmangel lediglich ein vor- 
zeitiges Altern ausgelést wird, und unabhiangig von ihnen treten im osmoti- 
schen Wert spezifische Mangelsymptome auf. Am gleichen Material durch- 
gefiihrte manometrische Messungen des O,-Verbrauchs (bezogen auf das 
Trockengewicht) zeigen, wie vorsichtig man aus gleichsinnigen Altersver- 
anderungen Schliisse auf Kausalverkniipfungen zu ziehen hat. Wahrend 
namlich mit dem Alter Plasmolysezeit, Deplasmolysezeit und respiratori- 
scher O,-Verbrauch sinken, sind bei K- und Ca-Mangel nur jene verkiirzt, 
dieser aber erhéht. Zeitlich reagiert bei K-Mangel der Atmungsmechanismus 
bereits vor der Plasmolysezeit und Deplasmolysezeit (Wachstumshemmung), 
bei Ca-Mangel erst spiter. Daraus geht — wenigstens unter Mangelbedin- 
gungen — die Unabhangigkeit der Strukturen, welche die Atmungsinten- 
sitat regulieren, von denjenigen, welche fiir Viskositat und Permeabilitat 
makgebend sind, hervor. 
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Dieses Ergebnis bedeutet mehr als eine Warnung vor allzu schnellen 
Schliissen auf Kausalzusammenhange und eine Mahnung zu Untersuchungen 
auf breiter Basis unter gleichzeitiger Bestimmung méglichst vieler Grifen. 
Die unspezifische Wirkung von K- und Ca-Mangel, namlich vorzeitiges A]- 
tern, entspricht vielen Beobachtungen iiber die Wirkung von Mangel- und 
anderen ungiinstigen Bedingungen, stoffwechselphysiologisch z. B. beim 
EiweiRabbau, der gleichfalls als ,,Alterserscheinung” auftreten und durch 
viele andere Einwirkungen geférdert werden kann. Der Antwort auf die 
Frage nach der Struktur, an welcher der Aliersfaktor angreift, scheinen 
wir zunachst nicht nahergeriickt, auch aus der gesenkten Gesamtatmung in 
alteren Zellen der Lemna-Wurzel und ihrer unspezifischen Férderung durch 
K- und Ca-Mangel ergeben sich keine Hinweise. Wohl aber wird deutlich, 
was gerade aus dem bisherigen Bld der Mangelerscheinungen zu vermuten 
war: der Hebel, der bei der Auslésung des Alterns angesetzt wird, mag ver- 
schiedener Art sein, wenn nur der Ansatzpunkt richtig getroffen wird. Die- 
ser Punkt wird sich vielleicht einmal in Zellstrukturen finden, die der 
Energielieferung dienen; man wird, nachdem der Kern in unserer Auf- 
fassung wieder eine gréfere Rolle im Stoffwechsel spielt, ihn auch dort zu 
suchen haben und dabei, ob im Zytoplasma oder im Karyoplasma, in Zu- 
kunft mehr an den Zustand bestimmter Plasmaorte als an den des Gesamt- 
systems denken. (Umgekehrt sind Wirkungen von Stoffen, die in alternden 
Zellen entstehen, auf den Kern zu beriicksichtigen; so lassen sich durch In- 
jektion von wisserigen Extrakten aus zehn Jahre alten Oenothera-Samen 
in Bliitenknospen von Paenonia Chromosomenmutationen induzieren, wie 
Marquard kiirzlich zeigte.) Den Vorstellungen, die bisher entwickeli 
wurden, um das Zellaltern mit einfachen Zustandsanderungen der Kolloide 
zu erkliren (RiZiéka, Kopaczewski), liegt die Annahme eines ein- 
fachen Quellkérpers zugrunde, der analog dem Altern gewisser Kolloide 
spontane Strukturanderungen zeigt; erst neuerdings wird fiir den Alters- 
vorgang die Verinderung einer Plasmakomponente, namlich der Lipoid- 
EKiweif-Mizelle, diskutiert (Paech 1940 b). Im einzelnen lassen sich die Rolle 
eines méglicherweise vorhandenen spontanen Kolloidalierns, einer diesem 
Vorgang entgegengesetzten Zelltatigkeit durch energieliefernde -Vorgange 
und der korrelativen Verkniipfung der Organe beim Altern der Pflanzen- 
zelle noch nicht erkennen. 


Es soll in diesem Sammelreferat daher keine Stellung zu einer der be- 
stehenden Hypothesen iiber das Wesen des Alterns bezogen werden, weil 
eine solche von den Ergebnissen der Protoplasmaforschung aus nicht még- 
lich ist. Die Sichtung des vorhandenen Maiterials hat gezeigt, da es fast 
ganz an Befunden fehlt, die eine kausale Verkniipfung bestimmter Plasma- 
gréRen untereinander und mit dem Alter sichtbar werden lassen. Es ware 
unzulassig, solche Zusammenhiange beispielsweise zwischen Aziditat, Perme- 
abilitat, Viskositét und Alter auf Grund von Literaturangaben schon jetzt 
zu konstruieren, wo iiberwiegend ganz heterogene Einzelbeobachtungen 
vorliegen. Folgerichtige Experimente unter méglichst reproduzierbaren Be- 
dingungen werden zeigen kénnen, was protoplasmatische Methoden zur 
Analyse des Alterns beitragen kénnen, ob sie primare Ursachen oder nur 
abgeleitete Erscheinungen erfassen. Den Zellforscher wird das Problem des 
Alterns immer wieder locken; darf er doch hoffen, auch von der eigenartigen 
Neigung der lebenden Substanz zum Abbau ihrer Leistung und Struktur 
einmal eine Antwort auf die Frage nach den Lebensvorgingen und ihrem 
Substrat zu bekommen. 
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New Facts on Water Permeability 
By 
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Twenty years ago, at the Congress at Cambridge, | spoke for the first 
time about the water permeability of the protoplasm; which can be 
measured by the rate of plasmolysis and deplasmolysis. I referred to the 
research of Héfler and of Huber and Héfler. 

After that, many valuable studies were initiated. Among the further 
investigations on water perméability, which were not made in Vienna or in 
Huber’s laboratory, the works by de Haan, Collander and his 
coworkers Wartiovaara and Palva, by Brauner, Scarth and Levitt, 
Frey-Wyssling and Bochsler should be mentioned first. -In the 
zoological field it was Jacobs, who led the way with his quantitative 


research about water permeability. He was followed by Lucké, 
McCutcheon and others. 


Our most important result in 1930 was that water can not diffuse through 
the plasm without any resistance, a thing that might be assumed. according 
to the idea of semipermeability. And, secondly, that the water perme- 
ability of different plasms varies so much in extent and character that 
limits may be quoted ranging from 1 to 100. 

The fact that the plasm resists water penetration to a certain degree is 
of importance for the physiology of the movements of water. Therefore, 
Strugger revived the imbibition theory of Sachs. Strugger showed that 
the water current is ‘moving very rapidly through. the cell walls towards 
the surface of the leaves, where it evaporates, because the movement in the 
parenchyma is much easier if performed by the process of diffusion through 
the cell membranes than if ‘it penetrates from cell to cell, i:e., from one 
vacuole to the other, across two layers of plasm and one cell wall. 

In the Vienna Institute for Plant Physiology we were studying from 1931 
io 1943 chiefly the permeability of the plasmtosolutes. Research in 
comparative permeability revealed that there does not exist one order only of 
penetration of non-electrolytes but that the rates of permeability differ 
among the various kinds of plasms. The figures 1, 2 join the results 
of Collander and his collaborators Barlund, Marklund and Elo with 
our own results achieved in Vienna. 

We find that there is a main type and four other types. 


Moreover, it was discovered that the orders of penetration do not remain 


1.Paper read before the VII International Botanical Congress at Stockholm on. 
July 12th, 1950. 


Protoplasma, Bd. XXXIX/4. 47 











K. Héfler 





678 


the same for every cell. They differ according to the stage of development 
of the cell and are also variable if the environmental and living con- 
ditions change. 


This, however, does not imply that the permeability of every plasm 
can change so far that any order of penetration may be expected, as was 
suggested by Ruhland. The variability of the series of penetration rather 
seems to follow the arrow in our diagram, as | wish to state here for the 
first time. This means that e.g. cells of Ranunculus repens (Hofmeister 
1938) can show the normal type or the glycerine type as well, the cells of 
Gentiana Sturmiana the extreme amidophilic sieve type or the nearly nor- 
mal type, the Diatoms an extreme sugar permeability or nearly the normal 
type. As far as we know, those properties never overlap other bran- 
ches of our diagram, in spite of all changes in outward factors. 


Since we resumed our work after the war the question of water perme- 
ability has come to the fore. The plasmometric method could be applied 
again by noting the rate of change in volume of the protoplasts during 
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plasmolysis and deplasmolysis. The curves have recertly been discussed 
theoretically by Frey-Wyssling and his pupil Bochsler. 


The information about water permeability is of interest for our concepts 
of the cytoplasmic fine-structure, since the plasmatic resistance against the 
passage of water is not determined by the layers of the plasmatic membrane 
only (the tonoplast and the plasmalemma) but by the entire plasm, prima- 
rily by the mesoplasm. This conclusion was first drawn by de Haan 
(under Arisz) in 1933, who showed that the degree of swelling of the 
plasm very often influences penetration, the swelling leading to an in- 
creased water permeability. Our newest experiences confirmed this fact. 
If it is true that the resistance of the mesoplasm is limiting for the perme- 
ability, conclusions can be drawn from the changes in water permeability 
to the changes undergone by the cytoplasm, respectively the mesoplasm. 
In any case the study of the quantitative effects of physical and chemical 
factors on the water permeability is also very interesting from the point of 
view of plasma physiology. Extensive research of this kind has now been 
made by Seemann in my Vienna Institute from 1947 to 1950. The results 
will be published in ,,Protoplasma“. He experimented with some objects 
of a slow perviousness to water, such as the subepidermis of Majanthemum, 
the water leaves of Salvinia, where the plasmolyzed protoplasts are quickly 
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rounded, and, above all, the cells of Spirogyra. By this simple equation ” 
I succeeded in obtaining values for the constant ky, within ten minutes, and 
Seemann succeeded in this after draining within 3 to 4 minutes. 

I shall now give an outline of the most important recent findings. 

One of the physical factors which cause an increase of water perme- 
ability is a rise in temperature. This has been known since a long time. As 
stated by Seemann, the temperature coefficients Q,, are rather low, bet- 
ween 1,3 and 1,8. On the other hand, Bieb| found in 1941 — and Toth con- 
firmed his results — that also a treatment with ultra-violet rays primarily 
increases the water permeability of the living protoplasm. 

What can be said about those two increasing effects? Seemann proved 
them to be essentially rather dissimilar. As a rule, the permeability in- 
crease due to a rise in temperature is greater than the increase caused by 
ultra-violet rays. 

Still more, the water permeability proves to be thermostable after the 
influence of heat. This means that it adapts itself to the prevailing tem- 
perature without any after-effects of previous higher temperatures being 
observed. On the other hand, ultra-violet rays bring about such changes 
of the protoplasm that an increased water permeability is effective for a 
long time, even after the irradiation was stopped. This increased water 
permeability remains on the same level for a period of up to five hours; 
after that it decreases and finally vanishes altogether after about 24 hours, 
if the effect of the irradiation was reversible. Biebl already showed that 
the original increase may be plainly followed by a decrease of the per- 
meability, so to say as a reaction. 

Further studies were made by Séemen n about the effects of salts and 
non-electrolytes on the water permeability .of the plasm. Numerous ex- 
periments were made, and in most cases the cells were before exposed to 
hypotonic and not yet plasmolyzing solutions; then measurements were 
made of the rate of plasmolysis and deplasmolysis. As far as salts are con- 
cerned, it was proved according to de Haan that the water permeability 
is increased by alkali salts (KNO,, KCl) and by alkaline earth salts (CaCl,, 
SrCl, Mg SO,) too. It is interesting that, under the same experimental con- 
ditions, non-electrolytes, such as grape-sugar and urea, cause a reduction 
of the water permeability. As to the salts it must be realized that they 
increase the swelling of the colloids of the mesoplasm, increase the water 
content of the mesoplasm, and thereby lead to a rise in the permeability to 
water, whereas the non-electrolytes have no such effect but even produce, 
so to say, a narrowing of the water passages. For this, however, the bathing 
of objects in hypotonic solutions must last for several hours to become 
apparent. (On the other hand, we have reasons to believe that there are no 
such secondary effects when cells are directly plasmolyzed in non-electro- 
lytes, i.e., under the immediate influence of hypertonic solutions, so that we 
can measure the unchanged water permeability by the aid of sugar as 
usual.) 

Concerning the influence of narcotics (like ethyl ether and chloroform) 
on the water permeability, Seemann found that if a preparatory treat- 

1 


2 »Hintrittskonstante* ke = Clb—fh) { (y1 — y2) + Gin ee —§ } 


1 . G' — yi 
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cfr. Héfler (1931) p. 568, Seemann (1950) p. 149. 
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ment with small quantities is made and if the narcosis is slight and re- 
versible. the water permeability decreases. A higher concentration, how- 
ever, has the contrary effect and leads to an increase of the water per- 
meability. Small quantities of narcotics are also known to reduce the 
viscosity. They may liquefy the plasma lipoids and thereby reduce the 
water ways. (Equally, the permeability for neutral salts is reduced, as 
stated already by Lepeschkin.. The passage of urea, however, being a 
process of solution, is increased under the same conditions, as was found by 
Héfler and Weber in 1926). It is Seemann’s assumption that if 
lipoids are liquefied the ways for the passage of water are narrowed. 

Interesting are the resulis about the effects of the cH, i.e., the hydrogen 
ion concentration, on water permeability. The experiments were inspired 
by the results of L. and M. Brauner (1943). The Brauners obtained curves 
with a single maximum. Their findings were confirmed by Seemann. The 
Brauners believed, however, that the peak of their curve lies around 5,3 pH, 
near the IEP, but Seemann, who arranged the values more densely, arrives 
at a peak around 6~7 pH in the neutral zone. 

Therefore, the physical factors have undoubtedly a strong and definite 
influence on the water permeability of the protoplasm. It varies under this 
influence. . 

What does that mean for the submicroscopic protoplasmatic structure? 
If the only determinative elements would be the surface layers of the proto- 
plasm (the plasmalemma and the tonoplast) such changes would be very 
difficult to explain. But, in our opinion, there is no reason why the old 
dogma, which limits the permeability resistance to the boundary layers, 
should be extended to the permeation of the water too, a dogma, which 
perhaps applies chiefly to hydrophilic compounds of a weak lipoid 
solubility. Quite on the contrary: everything speaks in favour of the fact 
that the mesoplasm is most largely responsible for the resistance to the 
water penetration. 

First, the thickness of the protoplasm layers of a cell is of importance. 
This is proved by direct microscopic observations during deplasmolysis. As 
far back as 1930 I discovered (and Levitt, Scarth and Gibbs like 
de Haan confirmed it) that the water permeability is in many cases higher 
during the phase of deplasmolysis than during plasmolysis. This would 
not be the case if only the surface layers were involved and if the meso- 
plasm would offer no resistance to permeability.—Secondly, one might 
think at first sight that the tonoplast (the inner layer) shows a higher 
resistance against water penetration, the ionoplast being, according to 
Chambers and H6fler, a thin, liquid film consisting of a material not 
miscible with water. Huber and Héfler, however, proved beyond any 
doubt that the tonoplasts are easily permeable to water. Everybody can 
see that. When cuts of onion scales are brought into a hypertonic solution, 
the tonoplasts of the injured outer cells contract very quickly, while the 
uninjured cells, plasmolyzing normally, get to their osmotic equilibrium 
much more slowly *. Corresponding results in this respect may be achieved 
with many kinds of objects. Thus, the water permeability of the plasm 
is certainly not limited by the resistance of the tonoplast against diffusion. 

And how about the plasmalemma? During every plasmolysis which 
produces strands of Hecht the plasmalemma is destroyed or, at least, 


3’ Cfr. Huber u. Héfler 1930, p. 448, Héfler 1931, p. 573,‘1949, p. 117. 
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disturbed, but this does in no way lead to an abrupt increase of the water 
permeability. There is some evidence that the plasmalemma is.not more 
resistant to the passage of water than an equally thin layer of the meso- 
plasm underneath. (This applies to the cells of tissues of higher plants. 
while certain aquatic plants with a more liquid plasm, such as the roothairs 
of Trianea, may behave differently.) 

In 1949 I have shown that even the plasms of the lipoid-sieve type (or 
the rapid urea type) of Gentiana Sturmiana are not exceptionally permeable 
to water. Urea permeates very quickly in such plasms, and this offers the 
best proof for the validity of Collander’s lipoid-sieve theory. There does 
exist a sieve-effect, since urea penetrates much faster than is justified by 
its lipoid solubility. This sieve-effect may perhaps be attributed to pores 
of the plasmalemma (although I am not certain of the fact that only the 
surface pores are effective. I do not yet wish to voice an opinion here.) But 
when, in spite of large pores, the water is seen to penetrate at a medium 
or slow rate only, the conclusion must be drawn that water penetration can 
not be due to the pores of the plasmalemma, otherwise the water, which 
does not follow the lipoid way but enters through the pores, would have to 
move very quickly. Neither is, as stated already, the tonoplast responsible 
for the resistance to water. Consequently, the resistance is chiefly offered 
by the mesoplasm. 

With the diatom-type, the plasma of which is highly pervious to sugar 
and even to salts, the water seems to permeate as a rule very quickly. The 
sieve-principle does not apply freely to this type since compounds with 
large molecules often permeate nearly as quickly as others with small ones, 
as proved by Marklund and Elo and confirmed by me and by Uebeleis 
in Vienna. We agree with the idea of Elo, the pupil of Collander, that 
in this case the solubility of diosmotics in plasmatic lipoids of considerable 
hydrophilic properties is relatively high. The water also seems to penetrate 
easily through them. 

Summarizing, a visible swelling by salts or by other substances too, i. e., 
an increased hydration of the mesoplasm, in many cases leads to a 
measurable increase of the water permeability. 

We subscribe to the theory of Seifriz and Frey-Wyssling about the 
continuity of the plasmatic structure, although we do not consider the 
junctions to be so important as the latter author believes. 

Equally, the bound water—a very general American expression—, the 
swelling water, which is osmotically not available, seems to make the passage 
of water easier. The water, when penetrating, does not follow the lipoid 
way but rather the water way, which you will certainly believe me. 

Our research in the field of water permeability is, on the one hand, 
carried on with a view to the problems of macrophysiology—I need not 
point out here how important they are—and, on the other hand, with regard 
to the research in the field of plasmatic structure, which may be considered 
one of the most captivating problems of cell physiology in vogue today. 
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Beitriige zur Frage der Kollagendifferenzierung 


Réntgen- und Ultraviolett-spektrographische Analyse yon 
embryonalem menschlichen Sehnenkollagen 


Von 


0. Kratky, M. Ratzenhofer und E. Schauenstein 


{Aus dem Institut fiir theoretische und physikalische Chemie und dem pathologisch- 
anatomischen Institut der Universitit Graz) 


(Eingelangt am 6. Juli 1950) 


Die Entstehungsweise des Kollagens ist ein heute nur zum Teil iiber- 
blickbares histogenetisches und biochemisches Problem. Wahrend die 
nachstliegende Frage des Entstehungsortes der Fibrillen (intra- oder extra- 
zellular) durch vergleichende’ und experimentelle? Untersuchungen und 
bestimmte Erfahrungen aus der Pathologie* offenbar zugunsten der extra- 
zellularen Theorie entschieden ist, ist die Frage der Differenzierung, 
d. h. der qualitativen Ausgestaltung (vgl. Ratzenhofer'*!) der reifen 
Kollagenfasern, bis heute noch nicht aufgeklart. 

Die Schulmeinung (Schaffer!?!) geht dahin, da zunachst eine vom 
reifen Kollagen qualitativ verschiedene Vorstufe, das sogenannte Pra- 
kollagen, entsteht, aus welchem sodann durch einen Umbildtingsvorgang 
das reife Kollagen hervorgeht. 

Untersucht man namlich embryonale menschliche Sehnen, so finden 
sich bereits im zweiten Lunarmonat deutliche Fibrillen !!. Die fiir reifes 
Kollagen typische Rotfarbung der Fibrillen mit Pikrofuchsin (van-Gie- 
son-Farbung) lat sich, wie histologische Untersuchungen des einen von 
uns!4! an menschlichen Achillessehnen ergaben, dagegen erst sehr viel 
spater erzielen: mit vier Monaten (16,5 cm langer Embryo) ist eine eben er- 
kennbare zarte rétlichhe Ténung einiger Fibrillenziige, im fiinften Monat 
(bei 21 und 26cm langen Embryonen) eine schwache, im sechsten Monat 


1 Intussuzeptionelle, anscheinend selbstaindige Vermehrung der leimgebenden 
Fibrillen in der Chordascheide von Ammoccetes weit ab von der nichsten als Bildner 
in Frage kommenden Zellschichht (Chordaepithel) (v. Ebner], Schaffer [2)). 

? Doljansky u. Roulet[®! gelang es bekanntlich in vitro, in zellfreiem ge- 
ronnenem Plasma fibrillare Strukturen zu erzeugen, welche von Bindegewebsfasern 
nicht zu unterscheiden sind. 

5 Bei vielen Carcinomen findet sich als Vorlaufer der fokalen und perifokalen 
Stromasklerose, gewéhnlich am Rande des Krebsepithelherdes ein eiweifreiches 
Exsudat. Durch Gerinnung und Umkristallisierung entstehen sodann fibrillire bis 
hyaline, bei van-Giesons Farbung leuchtend rot darstellbare Strukturen, in 


welchen auf grofe Strecken iiberhaupt keine Zellen nachzuweisen sind (Ratzen- 
hofer [4}). 
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(31 cm) eine deutliche, allerdings ungleichmafige Rotfarbung zu vermerken. 
Dieser letzte Befund spricht dafiir, daft fibrillare Vorstufen von Kollagen 
verschiedener Differenzierungshéhe vorliegen, wobei man vermuten kénnte, 
daB den verschieden gelblich bis rétlich gefarbten Fibrillen zwischendurch 
auch rote, d. h. mehr weniger ausdifferenzierte Kollagenfasern beigemengt 
sind, ohne daft jedoch eine sichere Uniterscheidung der dicht aneinander- 
schliefenden Farbqualitaten im Lichtmikroskop méglich ist. Der farberische 
Befund besagt also nur so viel, dai eine vom Kollagen verschiedene, dabei 
qualitativ vermutlich nicht einheitliche Vorstufe zwischen den Sehnen- 
zellen vorliegt, auf welche eben der einstweilen mehr unverbindliche Name 
Prikollagen anzuwenden ist. — Auch beim reifen Neugeborenen liegt offen- 
bar noch nicht jene leuchtende Rotfarbung bei van-Gieson-Fiarbung vor 
wie beim Sehnenkollagen des Erwachsenen. 

Da heute iiber die Molekularstruktur des reifen Kollagens mittels phy- 
sikalischer Methoden (vgl. Bear™! sowie Kratky'®!, Schauen- 
stein !%8 9) und ihre Mitarbeiter) bestimmte Aussagen méglich sind, lag es 
sehr nahe, das Problem der Kollagendifferenzierung einmal mit Hilfe Rént- 
gen- und Ultraviolett-spektralanalytischer Methoden zu studieren. Bei 
beiden Verfahren ergaben sich iibereinstimmend mit den geschilderten 
firberischen, d. h. histochemischen Verschiedenheiten Unterschiede 
zwischen Kollagen und Prakollagen. Das Réntgenverfahren lief 
erkennen, daft die gittermaBig geordneten Anteile der beiden Substanzen 
bisher nicht identisch gebaut sind und die mit dem UV-Verfahren ge- 
wonnenen Befunde erlauben, einen verschiedenen Bindungszustand der 
Polypeptidketten untereinander festzustellen. 


Réntgenographische Analyse von embryonalem menschlichen 
Sehnenkollagen 


Zur Untersuchung gelangten Achillessehnen menschlicher Embryonen von 
15,5 und 26cm gréftter Lange, entsprechend einem Alter von rund vier, 
bzw. fiinf Lunarmonaten. Als Kontrolle diente die Achillessehne eines 
zwei Tage alten reifen menschlichen Neugeborenen. Das Material wurde 
ausnamslos unfixiert untersucht. Zur Herstellung der Praparate wurden 
die Sehnen nach ihrer Darstellung vom umgebenden zarten Hiillgewebe 
befreit, hierauf wurde im Fersenbein, bzw. in der Wadenmuskulatur durch- 
schnitten, die so gewonnenen Praparate an den Enden fixiert, in diesem 
Zustande getrocknet und sodann in einer Réntgenkamera mit Rundblende 
aufgenommen, die eine Vermessung bis zu Abstanden von etwa 80A er- 
méglichte. Das reife Kollagen lie unter den gegebenen Aufnahmebedin- 
gungen im inneren Teil der Aufnahme am Aquator den Seitenkettenreflex 
von 11,2 A sowie einen schwachen Reflex von 37 A erkennen, wahrend am 
Meridian nur die 20. Ordnung der grofen Periode von 640A [6 ent- 
sprechend einem Netzebenenabstand von 32A gut vermefibar war und die 
niedrigeren Ordnungen ab 58 A zu einem kontinuierlichen Untergrund zu- 
sammenflossen. 


Im Gegensaiz zu diesem Verhalten trat bei den beiden Praparaten von 
Prikollagen aufer dem Seitenkettenabstand von 11,2 A nur ein Reflex bei 
39 A auf, der beim Kollagen sicher nicht vorhanden ist. Sowohl der Seiten- 
kettenreflex als auch der neue 39-A-Reflex geben einen vollstandigen Kreis, 
es tritt aber in beiden Fallen in der Gegend der Normalen zur Priparat- 
achse eine leichteVerstairkung auf. Der neue Reflex gehért also héchstwahr- 
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scheinlich dem Aquator des Diagramms an. In unmittelbarer Nahe des 
Durchstofpunktes beobachtet man auch hier eine starkere Schwirzung, die 
vorlaufig nicht naher untersucht werden konnte. Mdglicherweise laRt sie 
sich wie beim Kollagen noch in Kleinwinkelreflexe auflésen. 

Die bisherigen Befunde stellen somit sicher, daf hinsichtlich der Kristall- 
gitterstruktur wesentliche Unterschiede zwischen Kollagen und Prikollagen 


bestehen. 


Ultraviolett-Absorption von embryonalem menschlichen 
Sehnenkollagen 


Zur Untersuchung gelangte die Achillessehne eines 21 cm langen mensch- 
lichen Embryos entsprechend einem Alter von 4% Lunarmonaten. Das 
Material wurde der Langsrichtung der Sehne entsprechend am Gefrier- 
mikrotom unfixiert geschnitten, die 20 bis 40 uw dicken Schnitte in Wasser 
gequollen, zwischen zwei Quarzglasplittchen auf eine Dicke von etwa 
16—20 uw zusammengedriickt und spektographiert. 

Das Absorptionsspektrum zeigt zwischen 2000 und 3250mm—! einen 
flach ansteigenden Ast, der auch bei reifem Kollagen aufiritt, sowie ein 
deutliches Maximum bei 3850 mm— und ein Minimum bei 4100 mm—!. Das 
Maximum darf im Hinblick auf seine Frequenzlage der Nukleinsaure- 
absorption zugeordnet werden"™®!,. Da diese aber zwischen 2000 und 
3250 mm steil abfallt, ist in diesem Gebiet mit einer mefbaren Beein- 
flufung der Prakollagenabsorption durch die Nukleinséuren nicht mehr 
zu rechnen. Dies bedeutet, dafi wir es hier praktisch mit der reinen Eigen- 
absorption des embryonalen Kollagens zu tun haben. 

Bezieht man auf die Schichtdickeneinheit und vergleicht mit der (pH- 
abhingigen) Absorption des reifen Kollagens"®!, so ergibt sich, da® die Ab- 
sorption des wassergequollenen Prikollagens der des reifen Kollagens 
bei pH =1 entspricht. 

Nun wurde die mit steigendem pH zunehmende Absorption des reifen 
Kollagens im fraglichen Spektralbereich den unter Mitwirkung ausgedehn- 
ter H-Briickensysteme bei pH-Erhéhung sich ausbildenden .,Peptenol*- 


| 
N 


Gruppen C—OH... zugeschrieben | 8), 
| 


Es ergibt sich somit, dal das wassergequollene Prakollagen weniger 
C—=N-Gruppen aufweist als das reife Kollagen, was darauf hindeutet, 
da das erste auch viel weniger zwischenmolekulare Wasserstoffbriicken 
besitzt. 

Damit ist von der Seite der UV-Spektrographie ein eindeutiger Nachweis 
fiir einen qualitativen Unterschied zwischen reifem und Prakollagen hin- 
sichtlich des zwischenmolekularen Verbandes erbracht. Dieses Ergebnis 
steht im Einklang mit der Ausbildung der mechanischen Festigkeit, die ja 
beim reifen Kollagen sicher héher ist als bei der embryonalen Vorstufe. 

Das Prikollagenspektrum zwischen 3250 und 4100 mm— stellt eine Uber- 
lagerung der Prikollagen-Eigenabsorption (entsprechend reifem Kollagen 
bei pH 1) mit der Nukleinséurebande dar, was auf Grund des in histolo- 
gischen Schnittpriiparaten dieser Entwicklungsstufe (21m) ca. */,—"/, der 
ry amare betragenden Anteils an Kernen auch durchaus zu erwarten 
stand. 
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Fiir die vorliegenden Untersuchungsergebnisse sind weiter auch elek- 
tronenmikroskopische Befunde von Bedeutung (Wolpers !)), wonach die 
Adhillessehnenfibrillen Neugeborener noch nicht das _ .,Scheibenstadium* 
der trainierten Kollagenfasern, sondern das ,,Lamellenstadium™ zeigen, was 
von Wolpers als Symptom der Strukturschwiiche und der unvollkomme- 
nen Leistungsfahigkeit gedeutet wird. In diesem Zusammenhang erscheint 
daher das elektronenoptische Verhalten embryonaler Sehnenfibrillen von 
besonderem Interesse, Arbeiten, die wir aus auferen Griinden aber derzeit 
nicht ausfiihren kénnen. 

Die Réntgen- und UV-spektrographischen Untersuchungen werden fort- 
gesetzt. 

Wir danken Frau Dr. A. Sekora und Fri. Dr. D. Stanke fiir wertvolle 


experimentelle Hilfe. 


Zusammenfassung 


In Ubereinstimmung mit den farberischen Verschiedenheiten ergibt so- 
wohl das Réntgen- als das UV-spektrographische Verfahren Unierschiede 
zwischen embryonalem Sehnenkollagen (Prakollagen) und reifem Kollagen. 
Das Roéntgenverfahren ergab bei etwa gleichen Weitwinkelreflexen wesent- 
liche Unterschiede im Kleinwinkelgebiet. Die UV-Methode erlaubt die Fest- 
stellung, daf bei den embryonalen prikollagenen Fibrillen mit weniger 
zwischenmolekularen Wasserstoffbriicken zu rechnen ist als beim reifen 
Kollagen. 


Literatur 


[1] vy. Ebner, V., cit. bei Schaffer. 
(21 Schaffer, J., Lehrbuch der Histologie u. Histogenese. 3. Aufl. Berlin und 
Wien 1933. 
[3] Doljansky, L., u. Fr. Roulet, Virchows Arch. 291, 260 (1933). 
[4] Ratzenhofer, M., 2. dsterr. Krebstagung Graz 1950, in ,,.Der Krebsarzt* 5, 
172 (1950). — Zur Frage der Abgrenzung von Wachstum und Differenzie- 
rung. Schweiz. Z. Path. u. Bakter. 13, Nr. 4 (1950). 
[5] Bear, R. S., Journ. Amer. Chem. Soc. 64, 727 (1942); 66, 1297 (1944). 
Orvil, Boldnan u. R. S. Bear, Journ. Polym. Sci. 5, 159 (1950). 
[6] Kratky, O., u. A. Sekora, J. makrom. Chem. 1, 113 (1943). 
— Monatsh. Chem. 77, 224 (1946); J. Polym. Sci. 3, 195 (1948). 
(7] Fixl, J. O, O. Kratky u. E. Schauenstein, Mh. Chem. 80, 439 (1949). 
Schauenstein, E., Mh. Chem. 80, 843, 870 (1949). 
[8] Schauenstein, E., u. D. Stanke, Mh. Chem. 80, 870 (1949). 
[9] Stanke, D., Diss. Graz 1950. 
110] Butenandt, A., H. Friedrich-Freksa, St. Hartwig u. G. Schwalbe, 
Z. physiol. Chem. 274, 276 (1942). 
111] Wolpers, C., D. makromolek. Chem. 2, 37 (1948). 


Erginzung 


Die in unserer Arbeit untersuchten Faserproteine wurden mit Absichi 
Praikollagen genannt: ihr direkter genetischer Ubergang in Kollagen ist 
eine ebenso feststehende Tatsache wie etwa der Ubergang von embryonalem 
Vorknorpel in Knorpel. Man kénnte nun entgegenhalten, dali die Bezeich- 
nung Prikollagen bereits fiir die Gitterfasern (argyrophile Fibrillen, Reti- 
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kulinfasern, ..praikollage Fasern”, ,,unausgereifte Kollagenfasern“, Maxi- 
mow) vergeben ist. Diese Fibrillen sind aber bekanntlich zum Unterschied 
von den kollagenen Fasern verzweigt, sie bilden meist Netze, auch verhaiten 
sie sich physikalisch anders als embryonales bzw. reifes Sehnenkollagen 
(Gitterfasern sind zug- und biegungselastisch, s. Bargmann). Im iibrigen 
weist ihr zum Teil verschiedenes Verhalten gegeniiber Farbemethoden (sie 
lassen sich unter Umstanden mit saurem Orcein scharf farben, Plenk) auf 
Unterschiede in ihrem physikalisch-chemichen Aufbau hin, doch ist iiber 
ihre submikroskopische Struktur im einzelnen nichts bekannt. Die Um- 
wandlung der Gitterfasern in Kollagenfibrillen wird jedoch von den Auto- 
ren teils fiir wahrscheinlich gehalten (z. B. Schaffer, Bargmann), teils 
als feststehend angenommen (z. B. Patzelt). Es bedarf weiterer eingehen- 
der Studien, um aufzuklaren, einerseits, inwieferne die Gitterfasern zu den 
Faserstoffen des embryonalen Sehnenkollagens physikalisch-chemisch in 
Beziehung stehen, und anderereits, auf welche Weise sich eine von den 
Autoren angenommene Uberfiihrung der Gitterfasern in Kollagenfasern 
vollziehen kann. 
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Das Sulfonamid Prontosil solubile als Vitalfarbstoff 
Von 


Horst Drawert 
(Aus dem Institut fiir allgemeine Botanik der Universitat Jena) 


(Eingelangt am 19. September 1950) 


Das Eindringen von Prontosil solubile in Bakterien und in die Ober- 
epidermiszellen der Schuppenblitter von Allium Cepa konnte Strugger 
(1942) indirekt nachweisen. In vitro vermag das Prontosil die Fluoreszenz 
einer Akridinorangelésung voéllig zu léschen. Dementsprechend schwacht 
eine Prontosil-Nachbehandlung die Griinfluoereszenz der mit Akridinorange 
vitalgefirbten Allium-Zellen und eine Prontosil-Vorbehandlung setzt die 
Vitalfarbbarkeit des Cytoplasmas mit Akridinorange sehr stark herab. 
In diesen Versuchen Struggers kann das Prontosil nur in sehr geringen 
Mengen in die Zellen eingedrungen sein, da Strugger nirgends eine 
Speicherung des Sulfonamids erwahnt, die bei der intensiven Eigenfarbe 
des Prontosils unbedingt hatte zu sehen sein miissen. 

Im Zusammenhang mit diesem von Strugger beobachteten Antagonis- 
mus zwischen Prontosil und Akridinorange sind die Angaben von Bauch 
(1946, 1949) iiber den Antagonismus von Prontosil solubile und Colchicin 


Das Sulfonamid Prontosil 689 


von Interesse. Durch Zugabe von Prontosil zu Colchicin wird die Gift- 
wirkung des letzteren aufgehoben, so dali an Mais- und Zwiebelwurzeln 
die Mitosen auch bei Gegenwart von Colchicin normal ablaufen und die 
keulenférmigen Anschwellungen der Wurzelspitzen unterbleiben. Diese 
Befunde konten ‘von Geifler (1950) bestatigt werden. Im Gegensatz zu 
den Colchicinkeulen werden die durch Indolylessigsiure, Acenaphten und 
Aurantia bedingten Anschwellungen der Zwiebelwurzel durch Prontosil- 
zugabe nicht verhindert (fiir Aurantia vgl. aber Geifler 1950). 

In diesen Versuchen erweist sich Prontosil fiir die Wurzeln als recht un- 
giftig, da selbst in einer 2prozentigen Lésung die Zellteilungen noch normal 
ablaufen und das Wachstum der Wurzeln, allerdings um 50% gehemmt, 
weitergeht. Erst 5prozentige Lésungen wirken auf die Keimung und auf 
das Wurzelwachstum schadlich. 

Zum Unterschied von Strugger erwahnt nun aber Bauch (1949), dal 
Prontosil solubile in den Vakuolen der Wurzelzellen lebhaft gespeichert 
wird und der Zellsaft je nach der angewendeten Konzentration eine mehr 
oder minder starke Rotfarbung annimmt. Nach Ubertragung der Wurzein 
in Wasser wird der Farbstoff nicht wieder nach aufen abgegeben, sondern 
die Anfarbung bleibt lange Zeit erhalten. Der einmal gespeicherte Farbstoff 
wird vom Zellsaft intensiv festgehalten. ,,Diese intensive Speicherung im 
Zellsaft laft das Prontosil als einen auferordentlich brauchbaren Vital- 
farbstoff erscheinen, dessen geringe Giftigkeit ihn noch in derartig starken 
Konzentrationen anzuwenden gestattet, bei denen die iiblichen Vitalfarb- 
stoffe der Zellphysiologie lingst den toxischen Grenzwert iiberschritien 
haben” (1949, S. 4). 

Eine Unterhaltung mit Herrn Professor Bauch regte mich zu einer 
Untersuchung der Eignung des Prontosil solubile als Vitalfarbstoff an, zu- 
mal zwischen den Angaben von Strugger und Bauch in dieser Frage 
ein Widerspruch zu bestehen schien. Als Farbstoff benutzte ich Prontosil 
solubile ,,Bayer™, eine 5prozentige Lésung des Dinatriumsalzes der 4’-Sul- 
fonamido-phenylazo-7-acetylamino-1-oxy-naphthalin-3,6-disulfosdure in Aq. 
dest. steril. 5cm* Lésung enthielten noch ca. 0,02 ¢g NaCl. Diese Ausgangs- 
lésung wurde fiir die Versuche mit dest. Wasser oder mit Phosphatpuffer- 
gemischen (Drawert 1937, S. 92, Tab. 2), zu 0,1- und 0,0iprozentigen 
Lésungen verdiinnt. In diesen Liésungen priifte ich den elektrischen Wan- 
derungssinn des Farbstoffes im Elektrophoreseversuch (Drawert 1938, 
S. 190), seine Léslichkeit in organischen Lésungsmitteln und seine Aufnahme 
und Speicherung durch die tote und durch die lebende pflanzliche Zelle. 

Farbton: 1: 10.000 in Phosphatpuffergemischen gelést, schlagt der rote 
Farbion in dem pH-Bereich 3,5—8,5 nicht um. Er wird aber iiber pH 7 tiefer. 

Elektrophorese: 1: 10.000 in Phosphatpuffern. Im untersuchten pH- 
Bereich von 3,5 bis 8,5 wandert der Farbstoff eindeutig zur Anode. Es han- 
delt sich also um einen sauren Farbstoff. Wie ja auch schon aus der weiter 
oben angegebenen chemischen Zusammensetzung hervorgeht, ist der an sich 
basische Azofarbstoff Prontosil (vgl. Karrer 1950, S. 535) im Prontosil solu- 
bile als Anion enthalten, muf also im dissoziierten Zustand zur Anode 
wandern. Mit steigender cH nimmt die Steighéhe des Farbstoffes in dem 
als Elektrode dienenden Filtrierpapierstreifen ab. In dem durchgefiihrten 
Versuch betrugen die Steighéhen nach 15 Minuten: pH 3,5—22 mm, 
pH 3,8=25mm, pH 4,5—8,5= 27 mm. 

Léslichkeit in Chloroform: In Ausschiittelversuchen mit Chloro- 
form aus Phosphatpuffergemischen blieb der Farbstoff von pH 3,5 bis 8.5 
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quantitativ in der wasserigen Phase. Auch ein Zusatz von etwas Olsaure zu 
dem Chloroform anderte nichts an diesem Verhalien. 

Firbung toter Zellen: Die durch die Priparation abgestorbenen 
Zellen der Oberepidermis der Schuppenblatter von Allium Cepa zeigten 
von pH 3,5 bis 4.0 gute Plasma- und Kernfiirbung, besonders die Nukleoli 
hatten das Prontosil stark gespeichert. Die Zellwinde blieben farblos. Von 
pH 4,5 bis 8,5 nahmen die toten Zellen keinen Farbstoff mehr auf. 

Farbung lebender Zellen: Fiir die Vitalfarbungsversuche wurden 
Oberepidermen von den Allium Cepa-Schuppenblittern abgezogen und zur 
Gewinnung der Unterepidermis Oberflichensdinitte von der Blattunterseite 
hergestellt. Beide Epidermen lief ich auf Prontosillésungen 1: 1000 in 
dest. Wasser bzw. 1:10.000 in Phosphatpuffergemischen schwimmen. 
Bei allen untersuchten pH-Werten (3,5—8,5) nahmen die lebenden Zellen 
der Epidermen keinen Farbstoff auf. Auch nach einem Aufenthalt von 
16 Stunden in den Farbstofflésungen waren die lebenden Zellen noch vollig 
farblos. Nach dieser Zeit besafen in den Phosphatpuffergemischen + Pron- 
tosil von pH 3,8 bis 8,5 die Zellen noch eine normale Plasmakonfiguration 
und in den Oberepidermen eine lebhafte Plasmastrémung, also noch kein 
Anzeichen irgendeiner Schaidigung. Nur in den Puffergemischen mit pH 3,5 
waren alle Zellen abgestorben. 

Dieses Ergebnis bestatigt also die Vermutung, die man aus den Angaben 
Struggers (1942) ziehen muff, daft nimlich die Epidermiszellen von Allium 
Prontosil nicht bis zur mikroskopischen Sichtbarkeit aufnehmen und 
speichern. Es war aus dem Verhalten des Prontosils in den Modellversuchen 
auch gar nichi zu erwarten, da es sich danach ja um einen 'typischen Saure- 
farbstoff handelt (Drawert, 1941). Entsprechend dem Verhalten anderer 
Saurefarbstoffe war aber anzunehmen, daf Prontosil von Blumenblattera 
aufgenommen und in dem Zellsaft bestimmter Zellen gespeichert werden 
wiirde (Collander 1921, Drawert 1941). Fiir diese Versuche wurden 
Blumenblatter von Narzissus poeticus, Iberis spez., Amelanchier canadensis, 
Westringia rosmariniformis, Ardisiandra Wettsteinii und Primula obconica 
in kleinere Stiicke zerschnitten und mit Hilfe der Wasserstrahlpumpe mit 
Prontosil solubile 1: 1000 in dest. Wasser gelést infiltriert und fiir 12 bis 
15 Stunden in der Farblésung gelassen. Zur Kontrolle wurden Parallel- 
reihen mit Indigokarmin und Saurefuchsin in der gleichen Konzentration 
angesetzt. 

Die mikroskopische Durchmusterung ergab fiir alle drei Farbsioffe fol- 
gende iibereinstimmende Ergebnisse. Narcissus, Westringia und Iberis 
zeigten intensive Vakuolenfarbung in den Mesophyllzellen lings der Leit- 
biindel und schwachere Vakuolenfarbung in den Epidermiszellen. In der 
Intensitat der Farbung iibertraf Prontosil die anderen beiden gepriiften 
Farbstoffe. Enisprechend dem bekannten Verhalten der Blumenblatter der 
Rosaceae und Primulaceae gegeniiber Saurefarbstoffen (Drawert 1941) 
wurde auch das Prontosil in den Epidermiszellen der Blumenblatier von 
Amelanchier, Ardisiandra und Primula in kleinen Plasmavakuolen ge- 
speichert. Ardisiandra zeigte auch in den Zellen der Driisenhaare kleine. 
gut gefarbte Plasmavakuolen und Primula obconica speicherte das Prontosil 
auferdem noch in den Zentralvakuolen der Mesophylizellen. Wie an anderer 
Stelle schon mitgeteilt wurde, konnien mit Prontosil solubile in den Epider- 
miszellen der Laubblatter von Fagus silvatica kleine Plasmavakuolen nach- 
gewiesen werden (Drawert und Thielke 1950). Nach einem iiber 4 Tage 
langen Aufenthalt der Blumenblatter in der Prontosillésung 1: 1000 in 
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dest. Wasser lebten die Zellen noch immer. Nach dieser Zeit waren die 
kleinen Plasmavakuolen in den Epidermiszellen der Blumenblitier von 
Ardisiandra Wettsteinii besonders intensiv gefarbt und schienen auch gréBer 
geworden zu sein. In absterbenden Zellen am Schnittrand hatten sich stark 
orange gefarbte Entmischungstropfen gebildet. Nach einer Plasmolyse mit 
1 mol. KCNS wurden die Plasmavakuolen kreisrund und enthielten kleine, 
runde, wahrscheinlich farblose Kérperchen. Damit bestitigt sich also die 
Angabe von Bauch iiber die geringe Giftigkeit des Prontosils. Auch in 
dieser Eigenschaft stimmt das Prontosil mit den anderen nicht lipoidlés- 
lichen, sauren Farbstoffen iiberein. Weiter werden diese ebenso wie das 
Prontosil von den speichernden Zellen sehr stark festgehalten (Collander 
1921, S. 375, Drawert 1941, S. 47). 

Die erhaltenen Ergebnisse erkliren jetzt ohne weiteres den scheinbaren 
Widerspruch in den Angaben von Strugger und Bauch iiber das Pronto- 
sil als Vitalfarbstoff. Richtiger ware zu sagen, iiber das aus den Angaben 
von Strugger herauszulesende Verhalten. Prontosil ist als saurer Farb- 
stoff leider nur in begrenztem Umfange als Vitalfarbstoff zu gebrauchen, 
da die meisten Zellen kein Speicherungsvermégen fiir Saurefarbstoffe be- 
sitzen. Daft dieser Mangel an Farbbarkeit nicht auf eine Impermeabilitat 
der Plasmagrenzflachen fiir Prontosil zuriickzufiihren ist, geht deutlich aus 
den Versuchen Struggers (1942) mit Akridinorange hervor, die den Nach- 
weis erbringen, daf das Prontosil zum mindesten intrameieren kann. 

Zum Schluf méchte ich noch auf eine fiir die Erklarung der antagonisti- 
schen Wirkung des Prontosils auf das Colchicin vielleicht nicht ganz un- 
wichtige Parallele hinweisen. Wie schon erwahnt, wirkt nach Bauch das 
Prontosil nur auf Colchicin antagonistisch, nicht aber auf Indolylessigsaure 
und Aurantia. Beim Colchicin handelt es sich nun ebenso wie beim Akridin- 
orange um einen basischen, also dem Prontosil solubile entgegengesetzt ge- 
ladenen Stoff, wahrend Indolylessigséure und Aurantia dem Prontosil sol. 
gleichsinnig geladen sind, also im elektrischen Feld zur Anode wandern. 


Zusammenfassung 


Das Sulfonamid Prontosil solubile ist ein nicht lipoidléslicher Saurefarb- 
stoff, der sich im Modellversuch und im Vitalfarbungsversuch genau so ver- 
halt wie die bekannten Sulfosaiurefarbstoffe. Er ist deshalb trotz seiner 
relativen Ungiftigkeit nur in beschranktem Umfang als Vitalfarbstoff zu 
gebrauchen, da die meisten lebenden Pflanzenzellen fiir diese Farbstoff- 
gruppe keine Speicherfahigkeit besitzen. 
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Die Pflanzenanatomie gehért zweifellos zu den Disziplinen der Botanik, 
die heute die geringste Aktivitat entwickeln. Dies birgt aber die Gefahr der 
Vernachlassigung, namentlich seitens der Studierenden, in sich. Zum Teil 
mag auch das Fehlen neuerer (und auch alterer!) Hilfsbiicher dazu beitragen. 
Es ist daher den Verf. und dem Verlag als Verdienst anzrechnen, durch 
Herausgabe eines neuen Praktikums der Pflanzenanatomie Abhilfe ge- 
schaffen zu haben. In Stoffauswahl und im Aufbau folgt das Praktikum der 
von Wiesner und Molisch begriindeten und von der Wiener Schule eifrig 
gepflegten Tradition, doch wurde die Zahl der Objekte wesentlich ver- 
groRert, so dali in der Regel eine entsprechende Auswahl unter mehreren 
Objekten geboten wird. Jedem Abschnitt sind allgemeine einleitende Be- 
merkungen vorangesetzt, die Beschreibungen zu den einzelnen Abbildungen 
sind, wenn auch oft auf knappem Raum, im wesentlichen erschépfend. Will- 
kommen sind Zusammenstellungen der wichtigsten mikrochemischen Reak- 
tionen sowie der einfachsten und gebrauchlichsten Farbeverfahren. Der aus- 
fiihrliche Abschnitt iiber das Protoplasma enthalt die Grundversuche zur 
Zellphysiologie und vergleichenden Protoplasmatik, er schlagt damit die 
Briicke von der beschreibenden zur protoplasmatischen Anatomie. Beson- 
ders hervorzuheben ist die grofe Anzahl von Abbildungen, die samtlich nach 
Originalzeichnungen neu klischiert sind. Ihre Technik ist derart, da sie dem 
Studierenden oft direkt als Vorlage dienen kénnen und so dem Anfianger die 
stets auftretenden Schwierigkeiten bei der Darstellung des Geschauten iiber- 
winden helfen. So wird das Buch sicherlich dazu beitragen, das Interesse 
an der Pflanzenanatomie wachzuhalten und neu zu beleben! 


O. Hartel (Graz). 


Biebl, Richard: Zellphysiologische Untersuchungen an Gemiisepflanzen. 
Biologia generalis 19, 236—243, 1950. 


Es wird die Resistenz des Plasmas von Blattstielepidermen verschiedener 
Gemiisepflanzen (Futter- und Rote Riibe, Kohlrabi, Karfiol, Rettich, Salat, 
Erbse, Bohne, Kartoffel, Sellerie, Gurke und Karotte) gegeniiber Spuren- 
elementen untersucht. ZnSO, schiadigt am starksten, 0,001% wirken im all- 
gemeinen tédlich, nur Riiben-Protoplasma bleibt in 0,1% noch am Leben. 
Bor wirkt in 1%iger Lésung letal. Gegeniiber Mangansulfat zeigen sich 
groBe Unterschiede: Kohl und Kohlrabi werden in 0,01% getétet, Riiben- und 
Kartoffel-Protoplasma bleibt in 3% noch am Leben, Erbse und Sellerie in 
1%. Diese Letalkonzentrationen sind ein Ausdruck konstitutioneller, nicht 
umweltbezogener dkologischer Resistenzen. Grofe Borbediirftigkeit (z. B. 
Riibe) entspricht keineswegs einer hohen Bor-Resisitenz. Protoplasmen glei- 
cher Spurenelement-Resistenz verhalten sich z.B. hinsichtlich ihrer Per- 
meabilitatseigenschaften oder Vitalfarbbarkeit verschieden. Die Spuren- 
element-Resistenz kann demnach zur Charakterisierung von pflanzlichem 
Protoplasma herangezogen werden. O. Hartel (Graz). 








694 Referate 


D’Amato, F., e M. G. Avanzi: Primo contributo dell’attivita citologica 
e fisiologica delle sostanze di crescita sul testo Allium cepa. Caryo- 
logia (Pisa) II, 31—54, 1949. 

An Wurzeln von Allium cepa wird eine Reihe cytologischer sowie physio- 
logischer und morphogenetischer Wirkungen von 14 Wuchsstoffen aus der 
Gruppe der Phenylessigsiure (freie Sdure und ihr Na-, Ca- und Mg-Salz 
sowie die Derivate p-nitro-, p-amino-, p-methoxy- und p-oxy-Phenylessig- 
siiure) und der Dichlorphenoxyessigsiure (mit ihrem K-, Ca-, Mg-, Co-, Mn- 
und Pb-Salz) untersucht. Die genannten Stoffe unterbinden den Ubergang 
der ruhenden Zellkerne in die Mitose (Prophase-Hemmung), wirken also 
als typische Zellgifte. Es ergeben sich dabei ahnliche Effekte wie bei der 
Einwirkung von Rénigen- und anderer Strahlen. Eine gleichzeitig auf- 
tretende Wirksamkeit als C-Mitose-Gift wird mit Schockwirkung (mas- 
sive Giftwirkung) erklart. In schwachen Konzenirationen wird die Wurzel- 
bildung geférdert (10-3—10~ mol/l) und durch einige Wuchsstoffe auch 
die Geschwindigkeit der Mitose beschleunigt. Die Grenzwerte der Prophase- 
Hemmung und der Bildung von C-Tumoren werden als brauchbarer Test zur 
Priifung der physiologischen Aktivitaét von Wuchsstoffen an der Allium- 
Zwiebelwurzel angesehen. O. Hartel (Graz). 


Gautheret, R. J.: La cellule. Principes de cytologie générale et végétale. 
(Bibliotéque d’éducation par la science.) 404 S., 206 Textfiguren, 16 Ta- 
feln. Editions Albin Michel, Paris, 1949. 

Die Cytologie hat in den letzten Jahrzehnten wirklich grofe Fortschritte 
gemacht, sie ist nicht mehr nur morphologisch orientiert, sondern hat den 
Kontakt mit der Physiologie, Chemie, physikalischen Chemie, Vererbungs- 
lehre gesucht und gefunden, sie hat dadurch ein ganz neues Gesicht be- 
kommen, und es ist wichtig, daf sie sich in ihrem neuen Gesichte nicht nur 
dem engsten Kreise zeigt, sondern allen, die an der Biologie im weitesten 
Sinne des Wortes interessiert sind. Nur ein Forscher, der selbst am Aufbau 
der modernen Cytologie fiihrenden Anteil genommen hat und_nimmt, 
konnte diese ausgezeichnete Ubersicht iiber den jetzigen Stand der Zell- 
forschung geben. Es ist eine Wenigen verliehene Fahigkeit, bei beschrianktem 
Raum in eine werdende Wissenschaft einzufiihren, die vielgestaltig und 
umfangreich ist. Gautheret kann diese Kunst, ja er beherrscht sie mei- 
sterhaft. Durch seine plastische Darstellung laBt er den Leser, der faszi- 
niert das Buch nicht leicht aus der Hand legt. das Wachsen der. modernen 
Cytologie miterleben, verschweigt nicht ihre Irrwege und ihre Schwierig- 
keiten und fiihrt heran wirklich bis zum heutigen Tag. So wird dieses 
kleine Buch dem willkommen sein, der sich einfiihren lassen will, aber auch 
dem, der selbst einfiihren will. Da® es Gautheret gelingt, das Interesse 
dieser beiden so heterogenen Gruppen in gleicher Weise wach zu halten, ist 
ein Beweis fiir den hohen Wert des Buches. Hervorgehoben sei schliefslich 
die Reihe auferst gelungener photographischer Tafeln. 

F. Weber (Graz). 


Pecksieder, M.E.: Zur Frage der Farbionenpermeabilitat des Proto- 

plasmas. Biologia generalis 19, 225—235, 1950. 

Als Beitrag zur Frage, ob Farbstoffe als Ionen (Strugger) oder nur als 
Molekiile (Héfler) in die pflanzliche Zelle ue ee onala 
Farbeschwellen fiir die Anfarbung von Epidermiszellen mit Akridinorange 
bei niedrigem pH mitgeteilt. Die griine Fluoreszenz (.,volle* Zellsiifte) 
reicht z.B. bei Senecio vulgaris bis pH 3,4 bei Tanacetum vulgare bis 2,56: 
bei Sondwus oleraceus, Chrysanthemum Leucanthemum und Vicia faba ist 
sie noch bei pH 2,04 vorhanden. Ein deutlicher Unterschied der Schwellen 
der Epidermis- und der Schliezellen ist nicht zu beobachten. Die ver- 
schiedenen Farbeschwellen sind offenbar nicht durch die physikochemischen 
Verhiltnisse im Farbbad, sondern durch die Zellen selbst bestimmt. Die 
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Befunde werden im Sinne der Permeation von (wenn auch nur in geringer 
Menge vorhandenen) Farbmolekiilen interpretiert; da die Ionisation des 
Farbstoffes mit sinkendem pH zunimmt, erscheint die Existenz derartiger 
Farbeschwellen pee (Punkt 3 der Zusammenfassung ware sinn- 
gemaf{ dahingehend zu korrigieren!). O. Hartel (Graz). 


Roeckl, Briinhild: Nachweis eines Konzentrationshubs zwischen Pali- 
sadenzellen und Siebréhren. Planta 36, 330—550, 1949. 


Die Chlorenchymzellen verschiedener Blatter plasmolysieren im Sieb- 
rohrensaft der betreffenden Pflanzen, dieser mu also einen héheren 
osmotischen Wert haben als die assimilierenden Zellen. Der Konzentrations- 
sprung erfolgt nicht etwa nur in den Zellen der Gefafbiindelscheide, son- 
dern es findet ein ,,Hub in mehreren Stufen™ statt. Der allmahliche Anstieg 
des osmotischen Wertes von den Palisaden zu den Siebréhren wird nach 
Ruhland durch die Annahme verstiandlich, da bei der Wanderung der 
Assimilate der Rohrzucker zu Monosacchariden abgebaut und erst in den 
Siebréhren resynthetisiert wird. Es ware von Interesse, solche Unter- 
suchungen auch an Zuckerriiben durchzufiihren, weil fiir diese eingehende 
Studien iiber den Ort der Umwandlung der Mono- in das Dissaccharid vor- 
liegen (William 1945: Translocation des Glucides et Origine du Saccharose 
dans la Betterave). Die Ergebnisse Roeckls sprechen gegen die Druck- 
strom-Hypothese von Miinch. Es wird angenommen, dali die Assimilate 
von den Palisadenzellen gegen ein Konzentrationsgefalle, also durch Drii- 
sentatigkeit in die Siebréhren geschafft werden. 1929 wurde fiir die Frucht- 
fleischzellen von Polygonatum Plasmolyse im eigenen Zellsaft beschrieben; 
dabei wurde auf die Méglichkeit einer Reizplasmolyse hingewiesen (Proto- 
plasma 8, 435). Es spricht aber bei den ‘aaa von Roeckl nichts 
dafiir, dal} Reizplasmolyse als Fehlerquelle in Betracht korhmen kénnte. 


F. Weber (Graz). 


Seifriz, W.: Toxicity and the Chemical Properties of Ions. Science 110, 
No. 2851, 193—196, 1949. 


Auf Grund der vom Verfasser friiher (Science 107, 15, 1948) beobachteten 
ahnlichen Giftwirkung von CO, und N,O (ahnliche Anordnung der Atome 
im Raume!) wird die Frage nach den Zusammenhiangen zwischen der Wir- 
kung von Giftstoffen und ihren chemisch-physikalischen Eigenschaften 
erneut aufgerollt. Im vorliegenden Beitrag wird die Giftigkeit von, Me- 
tallionen auf Schleimpilz-Plasmodien gepriift. Eine durchgehende Ab- 
hangigkeit der Giftwirkung von der Wertigkeit der [onen ist nicht fest- 
stellbar; bei ein- und zweiwertigen Metallen nimmt sie mit zunehmender 
Hydratation, bzw. abnehmender Beweglichkeit der Ionen ab, so daf sich 
die Hofmeisterschen Reihen ergeben. Die drei- und vierwertigen lonen 
(Schwer- und Edelmetalle) ergeben, nach ihrer Giftigkeit gereiht, im we- 
sentlichen die elektromotorische Spannungsreihe. Die Griinde, warum ein- 
mal die Hydratation, das andere Mal die Elektronegativitat der lonen fiir 
die Giftigkeit ausschlaggebend ist, sind noch nicht klar, sie diirften wahr- 
scheinlich auch im Plasma liegen. O. Hartel (Graz). 


Stalfelt, M. G.: The Lability of the Protoplasmic Viscosity. Physiologia 
Plant. 2, 340, 1949. 


Nach Stalfelt (1946) und Virgin (1947, 1948) ist die Cytoplasma- 
Viskositat der Blattzellen von Helodea und Mnium sowie die von Spirogyra 
nicht konstant, sondern staindig Schwankungen unterworfen. Diese schwa- 
chen sich im Dunkeln ab und héren schlieBlich auf, setzen aber bei Belich- 
tung wieder ein. Stalfelt (1947/48) hat ferner gezeigt, da® Extrakte aus 
Leeten Substanzen enthalten, welche die Cytoplasma-Viskositat beein- 
fluBen. Stalfelt nahm an, daf diese Substanzen, die sich auch im Boden- 
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wasser finden, aus absterbenden Pflanzenresten stammen. Aufgabe der 
vorliegenden bedeutsamen Arbeit war es, Klarheit iiber das Vorkommen 
dieser Substanzen in lebenden Pflanzenteilen zu gewinnen. Untersucht 
wurden daraufhin Blatter, Bliiten, Friichte, Samen, Knollen und andere 
unterirdische Organe. Testobjekt, an dem die Wirkung der Extrakte ge- 
oriift wurde, waren die Blatter von Helodea densa. Die Cytoplasma- 

iskositat wurde mit Hilfe der Zentrifugierungsmethode bestimmt. Die 
Extraktion der Pflanzenorgane erfolgte nach Zerkleinerung zunichst in 
kaltem Wasser, als aber erkannt wurde, dal} die wirksamen Substanzen 
thermostabil sind, im Autoklaven. Es lieffen sich nun in den Extrakten aller 
untersuchten Organe tatsichlich Substanzen nachweisen, die die Cyto- 
lasma-Viskositit beeinfluBen, und zwar entweder im Sinne einer Er- 
16hung oder einer Herabsetzung. Auf Grund dieser Feststellung unter- 
nimmt es Stalfelt, eine Erklarung fiir die bekannten Schwankungen der 
Cytoplasma-Viskositaét zu geben. Er nimmt an, dafi im Cytoplasma Re- 
gulatoren der Viskositat vorhanden sind. Fiir diese Annahme spricht. 
daB die Cytoplasma-Viskositait zwar standig um einen Mittelwert schwankt, 
sich aber normalerweise nie weit von diesem entfernt. Dies lat sich am 
besten durch das Eingreifen von Regulatoren verstehen. Die lebenden 
Pflanzenzellen sollen zwei Arten solcher Regulatoren enthalten, solche, die 
die Protoplasma-Viskositat erhGhen und solche, die sie erniedrigen. Es 
handelt sich dabei um physiologisch hochaktive Substanzen; sie sind noch 
in starkster Verdiinnung wirksam, sie sollen ein konstitutioneller Bestand- 
teil des Cytoplasmas sein. Die zwei Substanzen mit antagonistischer physio- 
logischer Wirksamkeit “can only be interpreted as type. constituents 
of a system of equilibrium”. Es wird von Interesse sein, an der Hand die- 
ser aiuferst anregenden Hypothese die zahlreichen Angaben iiber Vis- 
kositatsinderungen des Cytoplasmas zu diskutieren, auf die einschlagige 
altere Literatur ist Stalfelt nicht eingegangen, er erértert lediglich die 
Beziehungen seiner Annahme zu der vor kurzem von Seifriz vertretenen 
Theorie iiber den Mechanismus der Erregung. Es wird sich wohl bald zeigen, 
ob alle Zellen in gleicher Weise zur Viskosititsregulation befahigt sind, das 
Protoplasma also innerhalb gewisser Grenzen im aktiven Leben homoio- 


viskotisch ist. F. Weber (Graz). 


Walter, Heinrich: Grundlagen des Pflanzenlebens. Finfiihrung in die all- 
gemeine Botanik fiir Studierende der Hochschulen. Dritte Aufl. 491 Sei- 
a 269 Abbildungen. Stuttgart, z. Z. Ludwigsburg: Eugen Ulmer, 1950. 

15.—. 

Ein Lehrbuch, das in fiinf Jahren drei Auflagen erlebt, braucht keine 
Empfehlung. Wenn an dieser Stelle trotzdem das Erscheinen der verbesser- 
ten Auflage mit Genugtuung vermerkt wird, so deshalb, weil dieses Buch, 
obwohl es die Grundlagen der gesamten allgemeinen Botanik, also eines 
riesigen Wissensgebietes zu vermitteln hat, doch gerade dem Protoplasten 
und seinen physikalisch-chemischen Eigenschaften eine recht ausfiihrliche 
und liebevolle Dihestions zuteil werden aft. Dies geschieht nicht nur an 
einer Stelle, sondern iiberall dort, wo die Beziehungen der Lebensvorgange 
zur Zellphysiologie klar zu erkennen sind. Dadurch wird der Anfanger auf 
die Notwendigkeit, das Lebenssubstrat Protoplasma griindlich zu erforschen, 
immer wieder mit Nachdruck hingewiesen. Auf diese Weise werden schon 
unter der studierenden Jugend Jiinger fiir die Zellforschung gewonnen, das 
wird sich fiir den wissenschaftlichen Fortschritt der kommenden Jahre 
sicherlich zum Vorteil auswirken. Walter hat selbst der physikalischen 
Chemie der Zelle wertvolle Impulse gegeben, er darf also als Spezialist auf 
diesem Arbeitsgebiete gelten. Walter beherrscht aber auch das enorme Ge- 
samtgebiet der allgemeinen Botanik in harmonischer Weise; er ist somit 
gerade der Forscher und Lehrer, der befahigi ist, dieses umfassende Lehr- 
-buch zu schreiben, an dem auch der Protoplasmatiker seine Frende haben 
kann. F. Weber (Graz). 
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of Tradescantia virginica and its Re ation with Growth . 12. 1950 
Hiirtel, Otto. Gerbstoffe als Ursache ,voller* Zellsifte . 12. 1950 
Weber, Friedl, und Griseldis Kenda. Notizen iiber Nymphaeaceen Stomata 26. 12. 1950 
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